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TATA box結合因子 TFnDの

構造活性相関の解析

山本融
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序論 一1989年以前

-いや、証明す るのに いるんだ。

ぼ くらから見ると 、 ここは厚い立派な地層で ね。120万年前に でき

たという証拠 もいろいろあがるのだけ れど、ぼくらとちがったやっ

からみて もやっぱりこ ん な地権jに見えるかとうか。ある いは、Jiillか、

水か、がらんとした空かに見えゃしないか、と 言 うことなんだ・

(宮沢賢治 「銀河鉄道の夜」より)

生命とは何か・ ・・ 忌まわしい知恵の実を食まされ、死すべき身

として楽園を追放されて この かた、人類は飽くなき貧欲さでその答

えを求め続けて きた。神学的、哲学的、形市上学的、隠秘学的な答

えは時を経て徒ろい、いまだ漢としてその姿をつかめない 。 しかし、

これを 宇宙の創生以来たゆまず進化を続けてきた物質の(水素は大

爆発後最初に生まれた原子であり、炭素 ・窒素・酸素はその後数百

万年を経て誕生した超巨星内で脊まれたものである)究極のそして

必然のかたちとして理解するとき、凡百の徒たる自分にも、その百

億年を超える歴史の一端に手を触れることが可能となる。

生命をこのよ うに物質的側面から捉えてみると、これを、他の物
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質の侵型から守るべき自己をもった利己的なシステムとして理解す

ることができょう。このンステムの利己的たる所以は、自己を他の

物質の侵襲から守るのみならず、これを利用・同化し、新たに自己

を貧欲に複製する点にある。そして 、 この利己的な欲求を満足させ

ながらシステムが生きながらえていくためには、~伝変極まりない外

界の状況に応じて、自己に蓄えられた情報を適切に用いてこれに対

処していくことが必須となる 。生命とその維持において根本をなし

ているこのプロセスを、我々は遺伝情報の発現と制御とよんでいる。

そして 、 この機構 において中心的な役割を担っているのが転写反応

である。したがって 、転写反応とその制御の分子機構を詳細に理解

することは、生命と、そしてこれがいかに形作られ、維持されてい

るかとを理解していくうえで避けて通ることはできない重要な問題

である。

我々人類を筆頭とする真核生物の転写反応とその制御がどのよう

におこなわれているかについての研究は、 1969年の RNAポリメラ

ーゼ I. II. IIIの発見に始まり、現在まで日進月歩で進んできてい

る。その結果 、 RNAポリメ ラーゼ Eが関与する構造遺伝子の転写

反応とその制御は、概念的には図 1に示すように大きく分けて 2種

類の転写因子によりおこなわれていることが明らかとなっている。

1つは 個々の遺伝子の発現を制御する転写制御因子であり、もう 1

つはすべての遺伝子の転写に必須な基本的転写因子である。転写制

御因子のほとんどは塩基配列特異的 DNA結合タ ンパクであり、遺
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Transcription Regulators 

竺~
TFIID 

TATA + 1 

国一よ 真核生物における転写反応とその制御

概念的に示す。転写反応とその制御は基本的転写因子 (generaltranscription factors) 

によっておこなわれる転写反応の活性を転写制御因子 (transcriptional regulators) 

が何らかの相互作用を通して調節することにより制御されていると考えることができる。

TFIIDはこれらの過程において中心的な役割を果たしている。
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伝子の制御領域にある数~十数 bpよりなる特定の題基配列を認識し

て結合し、その支配下にある遺伝子の転写制御をおこなう因子であ

る。これに対して、基本的転写因子は、プロモーター認識から転写

開始複合体形成に至る転写開始反応と 、 ここから RNA合成に至る

転写伸長反応とにかかわる因子群であり、基本的にはこれらのみで

転写反応のすべてを進行させることができる。そして転写制御は、

転写制御因子がこれら基本的転写因子に働きかけて、その活性を修

飾することによりおこなわれていると理解することができる。した

がって、転写反応とその制御の分子機構を明らかにするためには、

まず、これら基本的転写因子群がどのように転写を開始させるか、

そのメカニズムの詳細を明らかにする必要がある。ここには複数の

因子が関与しているが、このなかでも中心的な役割を果たしている

因子が TATAbox結合因子 TFIIDである(1)。

図 2に転写開始反応における TFIIDの役割を模式的に示す。真

核生物の RNAポリメラーゼ Eによ り転写がおこなわれるほとんど

の遺伝子のプロモーター領域には TATAT/̂ AT/̂という共通配列

をもった TATAboxが転写開始位置の約25塩基上流に存在し 、転写

開始点と、基本的転写活性の決定に重要な役割を果たしている (2)。

TFIIDは、この TATAboxに結合する基本的転写因子である (3)。

転写開始反応において、 TFIIDは他の転写開始因子に先立ってプ

ロモータ -DNAの TATAbox にそれ自身のみで結合し (4)、temp-

late co皿田ittedcompl引を形成する。 te田plateco田田lt皿ent とは、
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区一三 転写開始反応における TFIIDの役割l

概念的に示す。TFIIDは他の転写開始因子に先立って、単独で TATAboxを認識し結合

?る。この複合体が形成された後、転写開始因子群の速やかな分子集合により転写開始複

合体が精築される。
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鋳型であるプロモーター DNAが転写に対して活性化され、もとの

不活性な状態には容易に戻らないことをいい、分子論的には -_e_ T 

ATA box に結合した TFJJDが容易には解離しない現象として理解

される。したがって、この後に新しい鋳型 DNAを加えて転写反応

をおこなわせても、既に co皿田ltした鋳型からのみ転写がおこり、新

しい鋳型からの転写は認められない (5)。転写開始反応の全過程を

通してこの段階が律速である (6)0 RNAポリメラーゼ Hをはじめ

他の転写開始因子は、この TF JJ Dープロモーター DNA複合体を

認識して速やかに分子集合をおこない、転写開始複合体を形成する

(7)。そうして ATPの水解、ヌクレオチドの取り込みを経て転写

伸長反応に移行し、 mRNAが合成される。つまり、転写反応が始

まるかどうかは、 TFIIDが TATA box に結合するかとうかという

ことで一義的に決定されることになる。

このように TFIIDは転写開始反応において中心的な役割を果た

している因子であるが、これに加えて転写制御機構においても重要

な役割を担っていることが示されている。先に述べたように 、転写

制御は、転写制御因子がこれら基本的転写因子に働きかけて、その

活性を修飾することによりおこなわれていると理解できる現象であ

るが、このとき TFIIDが少なくともある種の転写制御因子の標的

となっていることを示す知見が蓄積されている。そして、これらの

結果から、転写制御因子は、 TFIIDと相互作用することによって

TFIIDの confOfl日atlO日を変化させ、そして RNAポリメラーゼ
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Eや他の転写開始因子の分子集合を促進させることで転写の活性化

を導くというモデルが提唱されている (9.10)。

以上述べてきたように T r日 Dは転写開始反応とその制御におい

て中心的な役割を果たしている因子であり、また物理化学的にも会

合 ・解離速度が遅く、効率的な結合には温度を要求する(1.11.38) 

なと、一般の塩基配列特異的 DNA結合因子には見られない特徴を

もっ興味深い因子であるが、基本的転写因子の中でもっとも精製が

困難であり(1)、また、 80年代半ばからの塩基配列特異的 DNA結

合因子の研究の隆盛に押されるかたちで基本的転写因子についての

研究全体がやや立ち遅れていたこともあって、 10年にわたる努力に

もかかわらず、近年までその分子としての実体は明らかになってい

なかった。これら基本的転写因子についての研究は主にヒ卜子宮顎

部癌由来の培養細胞である HeLa細胞の核抽出液を用いておこなわれ

ているが、 88年になって、出芽醇母の核抽出液の中に TFIID活性

を相補することができる画分が存在することが明らかにされた(11.

17)。これが突破口となり、 89年に他の基本的転写因子に先駆けて

出芽酵母より TFIIDが完全に精製され (4)、ついでその遺伝子が

クローニングされて(12.18.37)、ょうやく転写開始反応における T

FIIDの機能についてこれを分子レベルで明らかにしていくための

手掛かりが現れた。そこでまず、わたしは、これまで述べてきたよ

うな TFIIDの独特で特徴的な機能がどのような構造に基づくもの

なのかを明らかにするために.その構造活性相聞の解析をおこなう
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こととした。そして、他の基本的転写因子が、 TFIIDに比べれば

その精製と解析ははるかに進んでいたはずであったにもかかわらず、

この時点ではクローニンクはおろか精製すら完了していなかったた

めに、分子レベルでの解析が不可能であった問題、すなわち 、転写

開始反応において T FIIDがとういった因子ととのような相互作用

をすることによって転写開始複合体の形成を導くのか、といったもっ

とも興味深い問題を将来掘り下げていく上で役立つ知見を得ょうと

試みた。 TFIIDは、図 2に示すように、基本的には 、プロモータ

ーの TATA boxを認識して これに結合する活性( TATA box結合活

性)と、その後 、他の基本的転写因子の分子集合を形成させて転写

をおこなわせる活性(基本的転写活性)との 2つの活性を示す。そ

こで、これらの活性が TFIID分子のどのような 構造に担われてい

るのかを明らかにすることを本研究の目的とし、以下の実験をおこ

なった。
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本論

1章 TFIIDの活性に必要な領域の決定

!3 1. 出芽隣尽 TFIIDの一次構誼

T F Il Dは、序論で述べたよ うに、ユニークで特徴的な機能と性

質をも っているが、それでもなお表面的には、 TATAboxという特

定の塩基配列を認識して DNAに結合し転写反応をうながすという

点で、転写の制御にかかわる塩基配列特異的 DNA結合因子との機

能的類似性を指摘することができる 。 このような塩基配列特異的 D

NA結合因子については、これまでに 100を超える遺伝子がクロー

ニンクされ (39.40)、その構造活性相関の解析が精力的におこなわ

れている。その結果、これら塩基配列特異的に DNAに結合する転

写制御因子は、概念的には図 3の aに示すように、 DNA結合領域

と、これとは別個に存在する、転写の活性化に必要な領域により構

成されていることが明らかとなってきた。そして、これらの領域は、

これからおこなうような欠失変異体を用いた実験により 、 DNA結

合領域については 60から 100アミノ酸に(13)、転写活性化領域につ

いては 20から 120アミノ酸程度といった (14.15)、いずれも比較的小

さな範囲に容易に限局できることがわかっている。また、これらに

は、一群の因子において共通に見られるモチーフが存在する(13)。
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国一一主 塩基配列特異的DNA結合因子の構造

1 転写制御因子のほとんどを占める塩基配列特異的DNA結合因子は比較的小さな、そ

して互いに分離可能な機能ドメインにより構成されている。よく知られたモチーフとそれ

をもっ因子の一例を示す。

2. 典型的な例として出芽酵母のカラク卜ース代謝にかかわる転写制御因子である GAL

4の構造を示す。 881アミノ酸よりなる全体のうち、ここで示した DNA結合領域と転写

活性化領塚だけで機能的には十分である。



図 3の aに多くの転写制御因子において報告されているモチーフと

これをもっ転写制御因子の一例をあげる。このような転写制御因子

の代表的な例として、最もよく解析がおこなわれたものの 一つで、

酔母のガラクトース代謝にかかわる t伝写制御因子である GA L 4の

権造を図 3の bに示す。全体では 881アミノ酸よりなるタンパクで

あるが、機能的には、 Znフィンガーを含む71アミノ酸よりなる D

NA結合領域と、それぞれ49および 110アミノ酸よりなる転写活性

化領域、アシデ y クドメインのみで十分であることが明らかになっ

ている (16)。

このように、転写の制御にかかわる塩基配列特異的 DNA結合因

子については数多くの構造活性相聞の解析がおこなわれ、その一般

的な構造的特徴や、 DNAとの結合および転写の活性化にかかわる

領域の構造のいくつかが明らかになってきている。そこでまず、 TA

TA box という特定の塩基配列を認識して結合し、転写反応を引き

起こす因子である T F'IJDの一次構造の中に、これまでに知られて

いるような DNA結合モチーフや、転写活性化領域にみられたよう

な構造が存在するかをまず調べた。クローニングによって明らかと

なった出芽酵母の TFIIDの一次構造を図 4に示す。しかし、 240

個のアミノ酸からなるその分子内には、そのような構造は見いださ

れず、また、顕著な相向性を示す既知のタンパクも認められなかっ

た(12.18.37.41)。ところが、この一次構造を精査しているうちに、

従来知られていたような転写制御因子では報告されていない、 3つ

4
a
i
 

4
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の興味深い構造が見いだされた。すなわち、互いに約40%の相同性

を示す、分子内 direct repeat(18)、次に、塩基性アミノ酸に富み、

これらが周期的に配列しており、また計算上は αhelixをとる poten

tialが高く、このときに権基性ア ミノ 酸が helixの片側に集まると

いった機造をもっ basic repeat region(12)、そして、原核生物に

おいてプロモーター認識に必要であるシクマ因子と弱い相向性をも

っSlg田aho 皿ology regionである(12)。図 5にこ れらの構造とその

位置を示す。

しかし、これらの構造が機能的に意味のあるものなのか、また、

その場合とのような機能を担っているのかについては、全く推測の

域を出ることができない。そこでまず、 TFIIDの 2つの活性、す

なわち TATAbox結合活性、および転写活性に必要な領域を、系統

的に作製した一連の欠失変異体を用いた解析により決定し、 TFII

Dの機造的特徴と、図 5に示した興味深い構造の重要性を明らかに

しようと考えた。もし、 TFIIDが、従来知られている塩基配列特

異的 DNA結合因子に見られたのと同様の構造的特徴をもつものな

らば、、 TATAbox結合活性と転写活性に必要な領域は、こうした解

析によって、前述のような比較的小さな領域に、分離して限局でき

るものと考えられる。また、図 5に示した興味深い構造が機能的に

意味をもつものならば、こうして限局された領域に、これらの構造

のうちに含まれるものがあるはずである。以下、その方法と結果に

ついて順に述べる。
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1. direct repeat 

dirocl repeal1 LQNIVλ'l'VT LGCRLDLKTVAL-H.A RNAE YN P KRFλl¥VIHRIREPKTTλLIFASGKHVVTGλX 
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direcl (8凹 al2 IQN 町GSCDVKFPIR~EGLÁ FS ~ GTFSS~E~ E LFPGLIYRMVKPKIVLLIFVSGKIVLTGAK

2. basic repeat r巴glon
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120 156 

3. sigma homology region 
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4. Primary Structure of Yeast TFIID 

direct repeat direct repeat 

basic repeat sigma homology 

60 120 180 

• No known DNA bind川9motif 

• No significant homology to known proteins 

国一一li_ I FllDにおいて見られた特徴的な構造

1. direct repeat 線は相同な、点は性質の似通ったアミ ノ酸残基を示す。

2. basic repeat region αhelixをとるpotentialが高い。

3. sigma ho田ologyregion 太字は保存されているアミノ酸を、中でも黒丸はPribnow

box認識にかかわる2.4領域との聞に保存されているア ミノ酸残基を示す。

4 出芽酵母TFIID分子の一次構造

240 
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13 2. N末、 C末欠失変異体の作製と解析

まず、 TFIIDの 2つの活性、すなわち、 TATAboxに結合する

活性と基本的転写活性に必要な領域を大まかに決定するために、 一

連の N末および C末欠失変異体を作製した 。変異体の機造を図 6に

示す。 その方法を以下に簡単に述べる 。 まず、部位特異的なオリコ

DNAを用いた方法で変異体遺伝子を作製した。概略を図 7に示す

(19 )。野生型 TFllD遺伝子を含んだ単鎖 DNAを、 DNA中にウ

ラシルを取り込むようにな った 変 異 株 (s¥¥'313.巴tc) を用いて調製

した(図 7-1) 。このとき 、 T F II D遺伝子は、その翻訳開始部位 (A

TTATG)を、後述する方法 (T7expression syste皿)による大腸菌で

の組み換え体産生に周いるプラスミドベクターにそのまま導入でき

るように 、あらかじめ制限酵素 Nd巴lによって切断できるよう (CATAT

G)変異させておいたものを用いた。なお、この変異は次に述べる変

異体タンパクの産生量に影響を与えなかった。次に 、求め る変異を

導入できるようにデザインしたオリコ DNAを、 この単鎖 DNAに

アニールさせる(図 7-2) 。そして 、アニールしたオリコ DNAを

プライマーとして相補鎖を合成させれば、合成された DNAには望

んだ変異が導入さ れていることになる(図7-3)。つ いで、オリ ジ

ナルの単鎖 DNAを除去すれば求める変異体遺伝子を得ることがで

きる(図 7-4) 。一般にこのようにして我々は DNAを自由自在に

操ることができる。次に、変異体タンパクを 1nv1tro transcrip-

-15一
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堕ーヱ 部位特異的オリゴDNAをもちいた変異体DNAの作製法

ウラシルを含んだ DNAは、通常の大腸菌内では速やかに分解される。
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t 10日-translation法により調製した。方法の槻 111告を悶 8に示す。作

製した変異体遺伝子の導入 された プラスミドには、 T7ファージの

RNAポリメラーゼにより認識される プロ モータ ーが、遺伝子の 5'

側に存在する 。このプロ モータ ーを用いて 、プラスミ ドから T 7 R 

N八ポ 1)メラーゼにより mRN八そ合1&-4る。 J欠に 、 この m1-< N A 

をウサギ網状赤血球ライゼー卜中で 35Sメチオニンの存在下に翻訳

させる。翻訳された変異体夕ンパクは

その産生量は SD Sポリアクリルアミドケゲ、ル電気泳動後オ一卜ラジ

オグラムをとることにより容易に確認できる。以上のようにして調

製した TFllDのN末、 C末欠失変異体について、その TATAbox 

結合活性と基本的転写活性をそれぞれ調べた 。

まず、変異体 TFIIDの産生量を調べるために、それぞれ SD S 

ポリアクリルアミドゲル電気泳動をおこない、オートラジオクラム

をとった。その結果を図 10の cに示す。 mRNAの存在に依存 して

それぞれおよそ相応の分子量を示す位置にシグナルが観察されるこ

とから 、それぞれの変異体タンパクが予定どうり産生されているこ

とがわかった。またシグナルの強度から産生量を比較すると 、分子

量の小さい欠失変異体ではシグナルが弱いが、これは欠失により分

子あたりのメチ オニン残基数が減少したためで、これを考慮に入れ

ると、多少のばらつきはあるものの(2倍以内)、相互に比較する

ことが可能な量の変異体がそれぞれ産生されていることがわかった。

そこで、次に、これら変異体 TFllDの TATAbox結合活性をゲ

nxu 

寸
l
よ



、-←

DNA 

凸
u

p
D
 a

 

rs e
 

m
 

v
y
 

o
 

nドA
 

M川口H7
'
 

T
 

I
l
-山
V

RNA 

rabbit reticulocyte Iysate 
+ 35S-methionine 

睡もlabe附 rotein

図__  8 in vitro transcription-translation法によるタンパクの調製法
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ルシフト法により調べた。その方法の概略を図 9の aに示す。変異

体 TFIIDを産生させたライセー卜と、アデノウイルス 2型主要後

期遺伝子の TATAboxを含むプロモータ一部分 184bpの DNA断片

とを反応させ、その後電気泳動にかける。このとき、変異体 T F II 

Dが TATAbox と安定な複合体を形成していれば、それは移動度の

遅れとして観察することができる。したがって、 DNA断片を 32P 

で標識しておいて、オートラジオグラムをとると、移動度の遅いバ

ンドとして TATAbox結合活性を検出する ことができる。結果を図

10の aに示す。 DNA断片のみ、あるいは DNA断片とライゼー卜

のみでは観察されない、移動度の遅いバンドとして、 TATAbox結合

活性が野生型の TFIIDを産生させたライゼートにおいて観察され

る(12)。これが、 TFIIDが TATAbox と結合したために見られる

ものであることは、野生型および変異体 TATA配列を用いた競合阻

害実験により明らかとなっている(12)。このとき 、N末を欠失させ

た変異体においては 62アミノ酸まで欠失させても活性が観察された

(lane4-7) 。しかし、この先83アミノ酸を越えて欠失させると活

性が認められなくなることがわかった (lane8) 。そして、 C末を

欠失させた変異体においてはわずか 3アミノ酸を欠失させただけの

もの (lane13) を含め、そのすべてにおいて活性が失われているこ

とがわかった(lan巴8-13) 。これらのことから、 TATAbox との結

合に必要な領域は 63から 240アミノ酸の中に存在することが示唆さ

れた。またこれら 62アミノ酸までの N末欠失変異体においては TATA

ハ
川

υ
ηノ“
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box結合活性 の明 らかな 増加が観察された (lane3と4-7を比較)。

このことから 、N末領域には TFllDの TATA box結合活性を何ら

かの形で抑制する機能のあることが推測された。

次に 、 これら変異体タンパクの基本的転写活性を調べた。その方

法の概略を図 9の bに示す。アデノウイルス 2型主要後期遺伝子を

鋳型とし 、 これに熱処理により TFllD活性を失わせた HeLa細胞の

核拡l出液と、変異体 T F 0 0を産生 させたラ イゼー卜および反応基

質とを加えて転写反応をおこなわせる。次に、転写産物である RN

Aを抽出し、プライマー伸長法により、アデノウイルス 2型主要後

期遺伝子の正しい位置からの転写産物を検出する。プライマー伸長

法を用いることにより、 invitro transcription-translatio日法に

より調製されたような少量の因子からの活性も 、明確に検出するこ

とができる。結果を図 10の bに示す。核抽出液 (nuc1ear extract : 

NE)を用いて反応をおこなわせると、 54bpの位置に正しい位置から

の転写産物を観察することができる(lan巴1)。これに対して 、こ

の核抽出液を 47
0

Cで15分間処理した核抽出液 (heat-treatednucl 

ear extract : HNE) では転写活性が失われてしまうことがわかる(1)

(lan巴2) 。しかし、この転写活性の喪失は TFllDの失活による

もので、これに HeLa細胞か ら部分精製した TFllDを加えると活性

の回復が観察さ れる(1)(lane3) 。そして、網状赤血球ライゼート

自身はこの転写活性にやや抑制的に働くものの(lane4) 、野生型

のTFllDを産生させたライゼー トは充分転写活性を相補すること

e
，i
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a. TATAbox -binding activity 

( Gel Shift assay ) 

b. Transcription activity 

TFIID 

+ 

TFIID depleted nuclear extract 
+ 

TFI旧 ー-1 ... 戸・

+ 
Ad ML gene 

extraction of RNA 
一--7 & 一一~

primer extension + 
NTP 

autoradiogram 
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つん勺，
L



a れ ややt.，C) ~t.，C) 
ザ九、へ九、ふ，也九，九 乍

Jdナヤふふヘヘ\ち f へもへ ~~ ，CO ~，-'\，-'\，. _'1，;rD-β 
y 、 町、、ラフヲヲララ〉ヘ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

b ..b?;-'b o. ...や§やや
JRh 」&~~へ~ ~，..，的，'>:唱屯1-"''>:"

"，'v -<-"，'V ~Ç)~Ç) ぷ》bbbb.535Ytvγ

金一一

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213141516 

C t.，C) "t..C) ，..，t..C) ，..，t..C) 

sぷF'，'1，; r;r; (，子'0"".'o"" .，-0.'0''1:へ'¥，叫 J
F ぷダ手デナ~ふ 243dby

-43 

-31 

-22 

ー14

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

図一_lQ N末、 C末欠失変異体のTATA box結合活性と基本的転写活性

a. TATA box結合活性

b 基本的転写活性

C. SDS-PAGEによる産生タンパクの解析
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ができる (lane6) 。この系を用いて変異体 TFIIDの基本的転写

活性を調べた。その結果、 N末を欠うたさせた変具体において、 TATA

box結合活性と同じく 62アミノ酸まで欠失させても活性が観察さ

れることがわかった(1ane7-10)。また、 TATAbox結合活性の結

果から予測されるように、この先83アミノ酸を越えて欠失させたも

のでは活性が認められず、また 3アミノ酸を欠失させただけのもの

を含むすべての C末欠失変異体において活性が失われていることが

わかった (lan巴11-16) 。こ れらのことから、基本的転写活性に必

要な領域も 63から 240の約 180アミノ酸の中に存在することが示唆さ

れた。ここで、転写活性においては TATAbox結合活性に見られた

ような活性の増加は観察されなかったが、これは解析手段の違いを

反映しているものである可能性が考えられる。これについての詳し

い議論は第 2 章の~ 2に改めておこなう。結果をまとめたものを図

11に示す。

以上の結果から、 TFIIDの 2つの活性、すなわち、 TATAbox 

結合活性と基本的転写活性に必要な領域は、 C末の 63から 240まで

の約 180アミノ酸の中に共に存在することが示唆された。また 、N

末の約60アミノ酸は両活性に不必要であることが示された。

A4A 
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!i 3_ 内部欠失変異体の作製と解析

N末、 C末欠失変異体を作製し、これを解析した結果、 TFIID

の 2つの活性、すなわち 、TATA box結合活性と基本的転写活性に

必要な領域は、 C末の 63から 240までの約 180アミノ酸の中に共に存

在することが示唆された。そこで次に、この C末の領域をさらに詳

細に解析し、その中で TFIIDの 2つの活性にそれぞれどこの領域

が必要なのかを明らかにするために、系統的に小さな内部欠失をも

っ変異体を作製した。

変異体の構造を図 12に示す。まず、 TFIID分子の全領域にわたっ

て、平均 17アミノ酸おきに、平均16アミノ酸に相当する欠失を導入

した変異体遺伝子を、部位特異的なオリコ DNAを用いた方法でそ

れぞれ作製した。次に、この変異体遺伝子の導入されたプラスミド

から変異体タンパクを invitro transcription-trans1ation法によ

り調製した。そして、これら TFIIDの内部欠失変異体について、

それぞれ TATAbox結合活性と基本的転写活性を前項と同様に調べ

た。

まず、変異体 TFllDの産生量を調べるために、それぞれ SD S 

ポリアクリルアミ ドゲル電気泳動をおこない 、オートラ ジオグラム

をとった。その結果を図13の cに示す。シグナルの強度からそ れぞ

れほほ等量の変異体タンパクが産生されていることがわかった。

次に、これら変異体 TFllDの TATAbox結合活性をゲルシフト

R
u
 

nノ“



_.---

dl rect repeat8 
ーーーーーーーーー__，・・

ba81c 81gma 
repeat homology 
+一一+ 骨一一一一+

100 2∞ 

wlld type 

a2・12 D 

a 13 -39口

a 34・56 [二二コ

a58・75 c:二二二二コ

a 75・94 亡二二二コ

a 94・115， 1 

a115-134 

a 137・152

a 155・169

a 174・181

a 188・195

a 197・208

a 214・223

a 227・240

c::二二二コ

E二二二コ

E二二コ

亡=コ
Eコ

図 12 作製した内部欠失変異体の構造
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法により調べた 。 結果を図 13 の a に 示 す 。 野生型、および前項の f~

析から活性に不必要であることが明らかとな ったN末の約60アミノ

酸の領域内に欠失をもっ変異体では、予想される通り活性が観察さ

れた (lane3-6)。 しかし、 C末約 180ア ミノ酸よりなる領域内に欠

火をも っ変災体は、そのすべ てにおい て活性が火われていることが

わかった (lane7-17)。 これらのことから、 TATA box との結合に

は. 63-75から 240アミノ酸の、 C末約180アミノ酸よりなる領域の

すべてが必要であることが明らかとな った。 また N末欠失変異体に

おいてと同除 、 N~ の約 60アミノ般の制域内に欠火をもっ変具体に

おいて、特に 2-12、13-39のアミノ酸を欠失させたものでは顕著に 、

TATA box結合活性の増加が観察された (lane4-5と3を比較)。前

項の結果ともあわせて、このことは、 N末領域が TFIIDの TATA

box結合活性を制御する役割lをもっ可能性を示しているものと解釈

された。

次に、これら変異体タンパクの基本的転写活性を前項と同様に調

べた。結果を図 13の bに示す。予想される通り 、野生型、および N

末の約60アミノ酸の領域内に欠失をもっ変異体ではそれぞれ同等の

活性が観察された(lane6-9)。しかし、 C末約180アミノ酸よりな

る領域内に欠失をもっ変異体は 、そ のすべてにおいて活性が認めら

れなかった(lan巴10-20)。結果をまとめたものを図14に示す。

以上の結果から 、 TFIIDの 2つの活性、TATA box結合活性と

基本的転写活性には、共に C末の約180アミノ酸よりなる領域すべ

-28-
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てが必要であることが示された。
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!i 4. io vivoでの機能に必要な領域の同定

これまでに TFIIDの 2つの活性、TATA box結合活性と基本的

転写活性には、共に C末の約180アミノ酸よりなる領域すべてが必

要であることが明らかとなった。また、これに対して、 N末の約60

アミノ駿よりなる領域は本質的には不必要であることが示された。

しかし、 TATA box結合活性において 、 この N末領域を欠失した変

異体では明らかな活性の増加が観察された。このことから、 N末領

域が TFIIDの TATAbox結合活性を制御する役割をも つことが推

測された。序論に述べたように、 TFIIDは転写反応において転写

制御因子と相互作用することにより、転写の活性化に寄与している

ものと理解される知見が蓄積されている (9.10)。したがって、この

N末領域が転写制御因子との相互作用にかかわっている可能性が考

えられた。また、リン酸化などの修飾を受けて、 TFIIDの活性制

御に 重要な役割を果たしている可能性も考えられた。しかし、ここ

までおこな って来たような転写活性の解析系では、基本的転写活性

を調べることはできるが、転写制御因子による転写の活性化を観察

することはできない。また、生体内でおこなわれているような修飾

反応をここで用いて来た系でどこまで反映できているか疑問である。

そこで、 N末領域の機能に関するこれらの可能性を検証し、あわせ

て TFIIDが生体内においてその機能を果たすのに必要な領域を同

定するために、出芽酵母の正常遺伝子をここで作製した欠失変異遺

ηノ
臼

n
d
d
 



伝子と置き換えて、その生育に及ぼす影響をプラスミドシャフリン

ク(20)により調べた。なお、本項は、 Vanderbilt大、 P.An thony 

Weil助教授との共同研究によるものである。

方法を以下に簡単に述べ、その概略を図 15に示す。 TFIIDは、

出芽酵母において必須で単一の遺伝子である(18)が、まず、これを

完全に 欠失した変異体酵母を作製する 。このま までは 当然この変異

体酵母は生育することができないので、野生型の TFIID遺伝子を、

選択マーカーとして URA3遺伝子をもったベクターに組み込み、変

異体酵母に導入しておく。次に、この変異体醇母に 、さらに、先に

作製した欠失変異をも った TFIID遺伝子を、選択マーカーとして

URA3以外の適当な遺伝子 (LEU2.HIS3など)をもったベクターに組

み込み、導入する。このようにして 、染色体上には TFIID遺伝子

をもたないが、染色体外に、 URA3遺伝子を選択マーカーとするベ

クターに組み込まれた野生型 TFIID遺伝子と URA3以外の適当な

遺伝子を選択マーカーとするベクターに組み込まれた欠失変異体遺

伝子とをもつような酵母株をそれぞれの欠失変異体 ζ とに作製する。

次に、この酵母株を、 5-f1uorooroticacid (5-FOA) の存在下に培

養する。酵母内で5-FOAは URA3遺伝子産物の存在下5-f1uorouridi

neとなる。これはチミジル酸合成酵素を 阻害して DNA合成を停止

させるため、野生型 TFIID遺伝子を組み込んだベクターを保持し

ている酵母株は死滅することになる。しかし、このベクターは選択

圧のかからない状態では約l地の割合で脱落して行き、このような野
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図 15 プラスミ ドシャフリングによる変異体のiovivoでの機能の解析法
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生型 T F Il Dが失われた株においては 5-FOAの影響を受けなくな

る。したがって、酵母の中に残った TFIIDの欠失変異体が、酵母

の生育を支えるうえで機能的に十分であれば、この変異体をもった

酵母株は生育してコロニーを形成することになる 。

このようにしてそれぞれの変異体が生体内において酵母の生育を

支えるのに十分な 機能をも つかとうかを調べた。結果を図16に示す。

産物量による効果を見るために、変異体遺伝子をそれぞれ 3種類の

異なるベクターに導入した。遺伝子からの産物量は、ベクターのコ

ピー数と、プロモーターの強さで調節することができる。ここでは

pTFllD< pPGK< pGALの順に産生量が多くなる 。まず、5-FOAの非存

在下では、それぞれの酵母株はすべて同様に生育することがわか っ

た。ただし 、pPGKベ クターに 613-39を導入したものでは生育の遅

れが観察されるが、他のベクターでは親株と同様の生育を示すこと

もあり 、この現象の意味するところは現在のところ不明である 。そ

して、 5-FOAの存在下では、野生型の TFIIDとともに、 N来約60

アミノ酸の領域に欠失をもっ変異体では、ベクター の種類によらず

生育が認められたが、 C末部分に欠失をも っ変異体ではそのすべて

において生育が認められなかった。なかでも、 N末領域を完全に欠

失した変異体 (62-61) においても生育が認められ、データは示さ

ないが、富栄養培地、最少栄養培地のいずれにおける増殖にも野生

型のそれと差は見られなかった。また、調べた限りにおいて、転写

開始点の位置や転写産物量、転写制御因子に対する応答性にも差は
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A 
6188・195 .6.75-94 .6.7-118 ー。。。。
.6.197・208 694-115 d.7・152 WT 。。。。
6214-223 .6.115-134 6.7-177 1::.7・33。。。。
6123-158 .6.137・152 613-39 t:.7・57。。。。
.6123・164 .6.155-169 634-56 .0.2・61。。。。

，，174-181 ，，58-75 ，，7-83 。。。
B pTFIID・ x pPGK-X pGAL-X 

+5-FOA 

国一_lQ 変奥体TFllDの地殖支持能の解析

A 解析に用いた変異体TFIID

B. 5-I'OA非存在下(-5-I'OA)、存在下(+5-I'OA)における増殖能
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見られなかった。このことから、酵母の増殖にも C末の約180アミ

ノ酸よりなる領域が必要であり、これに対して N末領域は不必要で

あることがわかった。

増殖には、 一群の遺伝子の発現が正確に制御 されることが必要で

あることは明らかであり 、以上のことから、 N末領域は転写活性の

制御を含むすべての TFIIDの活性に本質的には不必要であるもの

と結論された。また 、lnvltroでの解析から明らかとなった 、 TF 

II Dの 2つの活性、 TATA box結合活性と基本的転写活性に必要な

C末の約180アミノ酸からなる領域が 、 TFllDの全活性に必要十

分であることが示された。
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~5. TFnDはモノマーとして TATAbox と結合する

basic-l巴UClnerepeat、basic-Helix-Loop-Helix なとの DNA

結合モチーフをもっ 一群の DNA結合因子において、これがオリゴ

マー(多くはタイマー)を形成して DNAと結合することが知られ

ている (13)。そこで 、 TFllDの TATAboxへの結合様式を明らか

にする試みの 1っとして、これが DNAに結合する際にオリコマー

を形成するものかとうかを調べた 。

方法を以下に簡単に述べ、概略を図 17に示す (21)0 in vi tro 

transcription-translatio日法により調製した野生型 (wt) および、

TATA box結合活性をもっ N末欠失変異体(ム)と DNAとの復合

体をゲルシフト法により解析すると、これらはそれぞれ移動度の明

らかに異なるシグナルとして観察することができる。ここで、野生

型と、欠失変異体とを同時に同じライゼート内で翻訳させたもの (w

t+ム)について同様に解析をおこなう 。ここで、それぞれ別に翻

訳させたものを混合するのではなく、同じライゼート中で同時に翻

訳されたものを用いるのは、このような多量体の解離定数が一般に

非常に低く、-s.多量体が形成されれば通常の条件下では容易に解

離しないためである 。 もし、 TFllDがモノマーとして TATAbox 

に結合するならば、シグナルは、野生型と欠失変異体において見ら

れたものと同じ移動度のもののみがそれぞれ観察されるであろう。

これに対して、もしダイマーもしくはそれ以上のオリゴマーとして
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2量体以上重合して結合しているならば、ヘテロオリゴマーに起因するシグナルが野生型

と変異体の中間移動度を示して観察されるはずである。
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結合するならば、野生型および欠失変異体においてそれぞれ見られ

たものの中間の位置に、野生型と欠失変異体との複合体に起因する

新たなシグナルが観察されるはずである 。

それぞれのゲルシフト法による解析結果を図18の aに示す。野生

型および欠失変異体と DNAとの複合体の移動j度は明確に異なって

いるが (lane3と5を比較)、これらを同時に翻訳させたライゼー卜

において、この中聞に位置する新たなシクナルは見いだされなかっ

た(lan巴4) 。もちろん、欠失変異体と野生型とのヘテロ夕、イマー

の形成能が何らかの理由で非常に弱くなっているという可能性を完

全に排除することはできないが、この実験からは、 TFlIDはモノ

マーとして TATA box に結合するも のと結論された。なお、野生型

と欠失変異体とを同時に翻訳させたライゼートにおいて、欠失変異

体と DNAとの複合体に起因するシグナルが、これまでの結果に反

して、野生型のそれと間程度の強さしか認められないが、 bに示し

た SD Sポリアクリルアミドゲル電気泳動後のオートラジオクラム

から、これは欠失変異体の産生量が少ないためであると考えられた

(lane3とlane4の欠失変異体の産生量を示すシグナル強度を比較) 。
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国一_ll_ I FUDはモノマーとしてTATA boxと結合する

a. TATA box結合活性

b. SDS-PAGEによる産生タンパクの解析
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!i 6. 結論と考察

T F II Dの憐造的特徴と、そ こに見いたされた興味深い 構造の重

要性とを明らかにするために、系統的に 連の欠失変異体を作製し、

その TATA box結合活性 、およ び基本的転写活性を調べることによ

り、それぞれに必要な領域を決定した 。結果をまとめたものを図 19

に示す。これら欠失変異体の解析の結果、両 TFIID活性には C末

の約 180アミノ酸よりなる領域のすべてが必要であることが明らか

となった。また 、 ln VIVO において欠失変異体が野生型の機能を相

補できるか調べた結果、 TFllDの全活性にはこの C末領域で必要

十分であり、 N末の領域は本質的には不必要であることが明らかと

なった。

図20に従来知られてきた転写制御にかかわる塩基配列特異的 DN

A結合因子の構造と、欠失変異体の解析から明らかとなった TFll

Dの構造とを模式的に比較したものを示す。先に述べたように、こ

れまで知られている塩基配列特異的 D N A結合因子では、その DN

Aとの結合に必要な領域は、このような欠失変異体を用いた解析に

よって約60-100アミノ酸よりなる比較的小さな領域に局限でき、そ

の転写の活性化に必要とされる領域は、 D N Aとの結合に必要な領

域と離れた位置に、同様の方法で容易にマップすることができてい

る。これに対して、 TFllDの TATA box結合活性および基本的転

写活性には、 C末の約180アミノ酸よりなる、塩基配列特異的 DN

のノ“
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欠失変異体TFllDの椛造と活性国___]J!

活性の認められた変異体を白ヌキで、認め られなかった変異体を黒であらわす。

- 43 



Sequence Specific Transcription Factor 

DNA binding domain 

60-100 a.a 

Transcript旧nal

Activating 

Domain N 
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TFIID 

国___1Q jj証基配列特異的DNA結合因子と TFIIDとの、欠失変異体の解析より明ら

かにな った構造の比較
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A結合因子としては例外的に長い領域のすべてがこの両方の活性に

共に必要であることがわかった。そして、これらをそれぞれに必要

な領域に分離して同定することはできなかった。これらのことから、

T F 11 Dは、従来知られていたような出尽配列特異的 DNA結合因

子とは本質的に裂な った柑'/@(:f'.J特徴をも っていることが示唆された。

また、 TFIIDの一次構造から見いだされた 3つの興味深い構造、

dir巴ct r巴peat、 basicrep巴at r巴glO口、 sigmahomology r巴glonの

すべてが 、TF II Dの全活性に必要な、この C末の領域内に含まれ

ていることがわかった。このことから、これらは TFIIDの機能に

何らかの役割を担っており、 TFUDの構造的特徴を反映している

ことが考えられた。

最後に、 TFIIDがモノマーとして TATAboxに結合することを

支持する知見が得られた。転写は転写開始点から一方向に進む必要

があり、そのためには転写開始複合体は非対称的に構築されなけれ

ばならない。そして、転写開始因子の分子集合が TFIIDープロモ

ータ -DNA複合体を認識して形成されることを考えると、この複

合体がすでに非対称的に構成されていなければならないものと思わ

れる。実際に TFUDの TATAboxへの結合には方向性のあること

が示されている(1， 9，10，27)。非対称性が導かれる要因としては、

プロモータ -DNA側のも の (26，27)と、これに結合する TFIID

自身に起因するものとの 2者をあげることができるが、ここで TF

UDがモノマーとして TATAboxに結合することは、こうした要請
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にとって合理的であり、 T F II Dがその機能を果たすうえでの特徴

の 1つを表しているものと考えられる。
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2章 directrepeat と basicrepeat regio日

TFIIDの特徴的な構造とその役割の解析

~ 1. 戦略

前章において、 TFIIDは従来知られていた塩基配列特異的 DN

A結合因子とは本質的に異なった構造的特徴をもっており、その全

活性には C末の約 180アミノ酸よりなる領域が必要十分であること

が明らかとなった。また、最初に指摘した 3つの興味深い構造がこ

の領域にすべて含まれることから、こ れ らの構造が TFIIDの機能

において何らかの役割lを果たし ており 、 T F II Dの構造的特徴を反

映していることが考えられた。そこで次に、これら興味深い構造の

重要性を 検証し、それぞれの TFIIDの機能における役割を明らか

にしようと考えた。

戦略としては、そのなかでもより特徴の明確な、 directr巴peat

と basicr巴peatreglonに注目して、 一連の点変異をこの C末領

域に系統的に導入し、これらの変異の TFIID活性におよぼす影響

を調べることにした。とこにどのような変異を導入するかは、以下

のように考えてその決定をおこなった。まず、この C末領域を構成

しているアミノ酸残基のうち、次に述べる理由から、ロイシン残基

とリジン残基に着目した。図21にこれら残基の C末領域内における

位置を示す。これからわかるように、まず、これらアミノ酸残基は
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Leucine : L ， Lysine: K 

direct repeat 1 direct repeat 2 

印 L L LL L E
』

0
 

2
 

1
 1

h
 

180 240 L L.-- L L LL L L 

K K K KKKKKKK  K KK K K K 

baslc repeat reglon 。homoJogyreglon 

region required for TFIID actJvity shown by deletlon mutat旧ns

図 21 出芽酵母TFnDのC末領域におけるロイシン (L)、リジン (K)残基の位置

- 48 -



~ 

この C末領域内に比較的均等に存在しており、 C末領域全体を 一様

かつ系統的に調べるうえで都合がよい 。 また、これらアミノ酸残基

は dir巴ct repe呂t間で保存されているものが多く、特にリジンは

bas i c r巴peat reglo日の主たる構成因子であるなと、両アミノ酸残

基はこれらの構造において重要であると考えられる 。 こうした理由

から、ロイシン残基とリジン残基に着目し、そのそれぞれに点変異

を導入することにした。とのような変異を導入するかであるが、得

られる結果を明確にするために、 drasticな変異を導入することと

した 。 ここで、ロイシン残越はもっとも疎水性の高いアミノ酸残基

の 1つであり、逆にリジン残基はもっとも親水性の高いアミノ酸残

基の 1つである。そこで、ロイシン残基は リジン残基に、また、リ

ジン残基はロイシン残基にそれぞれ変異させることとした。以上の

ように考えて、 TFIIDの全活性に必要十分な C末約 180アミノ酸

よりなる領域に存在するすべてのロイシン残基および 1)ジン残基に

ついて 、 ロイシン残基はリジン残基に 、また、リ ジン残基はロイシ

ン残基に変異させた点変異体をそれぞれ作製することとした。そし

て、これらの点変異が TATAbox結合活性および基本的転写活性に

およぼす影響を観察することにより、 TFIIDにおいて見られた輿

味深い構造、なかでも、 directr巴p巴at と basicrepeat region 

の重要性を検証し、それぞれの役割をあきらかにすることができる

と考え 、以下の実験をおこな った。
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!3 2.点変異体の作製と解析

T F II Dの全活性に必要十分な C末約 180アミノ酸よりなる領域

に存在するすべてのロイシン残基およひリジン残基について、その

うちの 1残基を、ロイシン残基ならリジン残基に、リジン残基なら

ロイシン残一基に変異させた点変異体遺伝子を、部位特異的なオリコ

DNAを用いた方法でそれぞれ作製した。次に、この変異体遺伝子

の導入されたプラスミ ドから変異体タンパクを lnvltro transcrip 

tlon-translation法により調製した。そして、これら TFIIDの点

変異体について、それぞれ TATAbox結合活性を前章と同様に調べ

た。

まず、変異体 TFIIDの産生量を調べるために、それぞれ SD S 

ポリアクリルアミドゲル電気泳動をおこない、オートラジオグラム

をとった。その結果を図22の下段に示す。シグナルの強度からそれ

ぞれほほ等量の変異体タンパクが産生されていることがわかった。

次に、これら変異体 T FIIDの TATA box結合活性をゲルシフト

法により調べた。結果を図22の上段に示す。細い矢印で示したシグ

ナルは、ライゼートのみでもロットに依存して見られるものであり、

太い矢印で示したシグナルが TATAbox結合活性をあらわす。 basi

c r巴peatreglon内のアミノ酸の点変異体は、 N末側の 2残基にお

ける変異 120K→Lと127K→Lを除 き、 TATAbox結合活性が観察された
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(1ane14-19) 。これに対し、 direct repeat内の点変異体は、そ

のほとんどにおいて活性が検出されなかった (lane3-13.20-31) 。

また、その内容を見ると、興味深いことに、両direct r巴p巴at間で

保存されている、もしくは化学的に性質の似通ったアミノ酸残基(・

であらわす)の変異(1ane3-6.10-13.21-22.24.26-31) は、例外な

くすべて TATA box結合活性を失わせており、逆に、活性の見られ

るもの (lane8-10.20. 23. 25) はすべて両 direct repeat聞で保存

されていないアミノ酸残基についての変異であることがわかった。

ここで 、basicr巴peat r巴glO日の N末側の 2残基は、 directrepea 

t間で保存されているアミノ酸残基であり、これは basicrepeat re 

glon よりもむしろ direct rep巴at に属するものと考えられた。以

上のことから、 direct repeat はTFllDの TATA box結合活性を

担っており、これに対して basicrepeat regio日は直接には重要

な役割を果たしていないものと考えられた。

次に 、 これら変異体の基本的転写活性を調べた。方法は、以下に

述べる理由から 、前主主とは異なり、それぞれの変異体タンパクを大

腸菌において産生させ、こうして得られた組み換え体 TFllDと、

部分精製した基本的転写因子を用いておこなった。各変異体の TA

T A b 0 X 結合活性にはその強さにおいて差が見られ、野生型より

も顕著に活性の低いものがいくつか存在した(特に 97K.156K) 0 T 

FllDが TATAbox に結合し、これを認識して転写開始複合体が形

成されるという転写開始反応の機構を考えると 、TATAbox結合活
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性と転写活性には比例関係のあることが予想される。しかし、前章

において用いた方法では、 lnvltro transcription-translatio日法

により産生されるタンパク量が少ないことから、転写活性を示すシ

グナルはパックグラウンドに比してやや弱い(図 10b.図13b) 。し

たがって、 TATAbox結合活性が野生型より低いような変異体では、

この検出系では実際には転写活性があっても認められなくなる可能

性が考えられる。以上の理由から、確実に転写活性を検出するため

に、まず、それぞれの変異体タンパクを大腸菌において大量に産生

させることにした。

産生系は Studierらにより開発された方法 (T7expression syste 

皿) (22)を用いておこなった。概略を図23に示す。発現ベクターは 、

T7RNAポリメラーゼのプロモーター (φ10) と、その下流にリ

ポソーム結合部位である Shine-Dalgorno配列をもち、翻訳開始位

置に制限酵素である Ndelの認識配列が存在する。ここに、部位特異

的オリゴ DNAを用いた方法で、翻訳開始位置に Ndel認識配列を導

入した遺伝子を組みこむ。こうして作製されたプラスミドを T7R

NAポリメラーゼ遺伝子を含むラムダファ ージが溶原化した大腸菌

に導入する。この T7RNAポ 1)メラーゼ遺伝子は lacrepressor 

の支配下にあり 、培養中に IPTGを添加することにより lacrepr 

essorを不活化すると、 T7RNAポリメラーゼが産生される。 T

7RNAポリメラーゼは、発現ベクター内に組み込まれた遺伝子か

らmRNAを産生し 、 これが最適の効率で翻訳されて、求める遺伝

内
ぺ

υ

戸

hυ
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T7 RNA polymerase 

コ

一→
TFIID 

コ

旦よ~ !7 ExpressioD Syste皿による大腸菌での組み換え体タンパクの産生法

lac : lac repressor φ10: T 7 R N Aポリメラーゼ

発現ベクターを導入した大腸菌を培養し、 IPTGを加える。すると、 lacrepressorが解

除され、 T7 RNAポリメラーゼがE室生される。産生されたT7 RNAポリメラーゼは

ゆ10プロモーターより多量の田RNAを合成し、これが翻訳されて大量の組み換え体タンパ

クが蓄積される。
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子産物が大腸菌内に蓄積される。ここで、これまで作製してきた変

異体遺伝子は、首ij主主に.idSべたように、すべて、その納訳開始位置に

Nd巴l認識配列が導入されており、容易にこれを発現ベクター内に組

み込むことができる。以上のようにして変異体 TFlIDを大腸菌内

で産生させ 、その菌体を超音波により倣'砕して、遠心し、上清にこ

れを回収した。産生量は、この上清を S0 Sポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動後、クーマ シーで染色することにより 、なにもインサー

卜を含まないベクターだけの場合には観察されないバンドとしてあ

らわれる、変異体タンパクの染色度から見積もることができる。

結果を図24の下段に示す。 invitro transcription-transl昌t10日

法により調製されたものと同様の移動度を示す野生型と各変異体 T

F' 1I Dが、相互に比較することが可能な量産生され、回収されてい

ることがわかった。

次に、こうして調製した変異体 TF'lIDをもちいて、その基本的

転写活性を調べた。方法は、今回は大量の TFlIDが得られている

ために、より簡便で、しかも明確な結果を得ることができる、 G-le

ssカセットを 利用した方法 (23)を用いた。 G-lessカセットとは、そ

の中に Gを含まない転写単位のことで 、これを鋳型として、 G T P

の非存在下に転写反応をおこなわせると、正しい位置からの転写産

物は、その中に Gを含まないために伸長することができるが、それ

以外のものは伸長できないために、反応産物をそのまま電気泳動し、

オートラジオクラムをとるだけで、正しい位置からの転写産物を極

cd 

phυ 
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めて明瞭に検出することができる。ここでは、アデノウイルス 2型

主要後期遺伝子のプロモーターにG-1essカセットを連結したプラス

ミド DNAを鋳型とし、これに前述のように調製した組み換え体の

野生型および変異体 TF'lJDと、それぞれ部分精製した基本的転写

因子 (TFlJB. TFlJE/F'. RNAポリメラーゼlJ)を加えて

反応させた。そして、この反応産物をポリアクリルアミドゲル電気

泳動にかけ、オートラジオグラムをとった。結果を図24の上段に示

す。

TFlJDを欠いた基本的転写因子のみでは活性が見られない ( 

hllD) が、これに、 HeLa細胞から部分精製した TF11D (十日D) や、

組み換え体の野生型 TF 11 D (wt; 1an巴2)を加えると、矢印で示し

た380baseの転写産物の出現として、基本的転写活性を明確に検出

できる。この系を用いて、各点変!具体の基本的転写活性を調べると、

まず、 basicrepeat region内の変異をもつものを含め、 TATAbox 

結合活性を保持していたすべての変異体について、基本的転写活性

が認められることが分かった (1ane7-9.14-20.23.25.33)。したがっ

て、 basicrepeat regio日は、転写活性においても直接には重要な

役割を果たしてはいないものと考えられた。また、このような系統

的な点変異体を用いた解析によっても、転写活性に特異的に働く領

域を同定することができなかった。

以上の結果をまとめたものを図25に示す。ここで、予測に反して

いるが、しかし同時にまた興味深いことに、 TATAbox結合活性が
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検出されなかった点変異体の中に、転写活性を示すものが存在する

(110K. 114L. 120K. 127K. 211K. 218K) ことがわかった。転写開始反

応は、まず TFIIDと TATAboxが複合体を形成し 、 これを認識し

て他の基本的転写因子群の分子集合が起こり、転写開始複合体が形

成されるという 機織で進むことを考えると、これは 一見矛盾した現

象であるが、これが TATAbox結合活性と基本的転写活性との

それぞれの検出法の本質的な違いによるものと考えると 、現在のと

ころもっとも理解しやすし」まず、 TATAbox結合活性は 、 DNA

断片と TFIIDのみを用いて 、その複合体形成を、 ゲルシフト法に

より解析したものである。ゲ ル シフ ト法では原理的に、この複合体

が十分安定でなければ 、少 なくとも電気泳動中はその大部分が複合

体を形成したまま保持されなければ、活性として検出することがで

きない。こ れに対して、 基本的転写活性は、鋳型 DNAとTFIID、

そしてこれに加えて転写開始因子群の存在下におこなわれた転写反

応の産物をそれぞれ解析することにより調べられている。したがっ

て、こ の現象の説明は、 1つには 、こうした変異体が TATAbox と

transientに複合体を形成することができ、これを認識して、速や

かに基本的転写因子群が分子集合 し、転写開始複合体が形成され、

転写活性として観察されたということが考えられる。また、基本的

転写因子中に 、 こうした translentな複合体を安定化する活性が

存在する可能性を指摘することもできる。

以上の結果から、 directrepeatは、 TFIIDが TATAbox と安
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定な複合体を形成するのに重要な役割を担っている構造であること

が明らかになった。こ れに対して、 basicrepeat regionは TFII

Dの 2つのが;竹に IU肢はかかわっていないものと考えられた。
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!'i 3. basic repeat regio日への挿入・欠失変異の導入と解析

前項の結果から 、basicrepeat regio日は TFIIDの 2つの活性

に直妓電要な役割は果たしていないものと考えられた。しかし、 ba

S 1 C r巴peatr巴g100は計算上ランダムな 機造を取 るよりもむしろ

α-helixをとる poteot ialが高く(12)、また 、TFIID分子内に

おいて 、TATAbox結合活性を担う 2つの directrep巴atを結ぶ重

要な位置を占めている。したがって、 1つの可能性として、この 2

つの directr巴peatの位置関係は適正に保たれる必要があり、これ

に basic repeat r巴glOOが関与していることが考えられた。そこ

で、この可能性を 検証す るために basicrepeat reg10日内に 1~

3アミノ酸という非常に小さな挿入 ・欠失を導入し、その TATAbo 

x結合活性および基本的転写活性におよぼす影響を調べた。もし 、

2つの dir巴ct repeatの位置関係は 厳密に保たれなければな らず、

これに basicrepeat reg100の構造が重要な役割を果たしている

ならば、このような極めて小さな挿入 ・欠失によっても TFIID活

性は大きな影響を受けるものと思われる。また、そうでなく単なる

J010t としての役割しかないならば、この程度の挿入 ・欠失では点

変異体の場合と同様 TFIID活性に影響はないものと思われる。そ

こで、部位特異的なオリ コDNAを用いた方法で basicrepeat r巴

g100 の中央(1 41番)および C 端(1 56番)部にそれぞれ 1~3 ア

ミノ 酸の挿入(アラニ ン残基) ・欠失をもった変異体遺伝子を作製

句
1
1
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R
U
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A141は、 141番の位置にアラニ ンを 1個持入したことを、AA141は同じく 2個挿入したこ と

をそれぞれ示す。

上段 TATA box結合活性

下段 SDS-PAGEによる産生タンパクの解析

上段。 2基本的転写活性

下段 SDS-PAGEによる産生タンパクの解析

basic repeat regiooに鮪入・欠失をもっ変異体のTFllD活性阻よ6
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甲戸"

した 。 そして、前項と同様に InVI tro transcription translation 

法およひ大腸菌の T7expression syste田を用いて変異体タンパク

を調製し、これらを用いてその TATAbox結合活性と基本的転写活

性を調べた 。

結!誌を図26に示す。日は TATA box *，' i 合活性を、 b は占~4: rr-j '!il;与

活性を調べた結果であり、それぞれ前項と同僚に、上段が活性を、

下段がタンパクの産生量を調べた結果を示す。それぞれタンパクは

野生型と同様に産生されているにもかかわらず、わずか 1アミノ酸

のみの何人しかもたないもの (lane3.9) を含め、すべての変異体

において、両 TFIID活性は検出されなかった。このことから、

TATA box結合活性を担う 2つの directrepeatの位置関係は厳密

に保持される必要があり、これに basicr巴peatreglonが関与し

ていることが考えられた 。
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!i 4 _結論 と考察

T F II Dの全活性に必要十分 な C末約 180アミノ酸の領域をより

詳細に調べ、ここに含まれる興味深い精造のうち、とくに direct

repeat と basicrepeat regio日に ついてその重要性と役割を明ら

かにするために、一定の戦略のもとに一連の点変異体を系統的に作

製し、それらの TATAbox結合活性および基本的転写活性を解析し

た。その結果、図 25にまとめたように、 directrepeat聞で保存さ

れているアミノ酸についての変異が例外なくすべて TATAbox結合

活性を失わせ、逆に、活性の見られるものはすべて directrepeat 

聞で保存されていないアミノ酸残基についての変異であることか

ら、 direct repeat は TATAbox結合活性を 担っている構造である

ことが明らかとなった。これに対して basicrepeat regionは、

この領域における同様の変異によっても、そのすべてがTATAbox 

結合活性、基本的転写活性を保持していたことから 、直接には両 T

F II D活性に重要な役割を果たしてはいないものと恩われた。しか

し、 この領域に小 さな挿入 ・欠失を導入した変異体を作製し解析し

た結果、 basicrep巴atreglonは 2つの directrepeatの間にあ っ

て両者の位置関係を適切に保持する役割のあることが推察され、 こ

れによって TFIID分子全体の構造維持にかかわっていることが考

えられた。また 、こ のことは同時に basicrepeat regionのわずか

な confor田atlo日変化も TFIID分子全体の構造に大きな影響をお

-64-



よぼし得ることを示しているものと思われる。ここで basicrep巴a

t reglonは、直接には両 TFIID活性に重要な役割を果たしてはい

ないものと思われること、 α-helixをとる potentialが高く、こ

のときに 、h巴lixの片側に塩基性の、そしてこれは同時に親水性の

高いアミノ酸残基が集まること (12)から、常に TFIID分子の外側

に位置し、 TATAbox結合、転写反応の過程を通して露出 している

ことが考えられる。したがって、この basic rep巴at reglOnは、

他の因子と物理的に直接相互作用することが可能であり、また相互

作用によってここに引き起こされるわずかな構造変化も、 TFIID

分子全体の構造と活性に大きな影響を与え得ることが予測されるこ

とから、他の転写因子が TFIIDの活性に何らかの影響をおよぼそ

うとするとき、 basic r巴peatrcglonがその相互作用の標的として

働くという可能性を考えることができる。

TFIIDが TATAboxに結合し、これを認識して転写開始複合体

が形成されるという転写開始反応の機構を考えると、 TATAbox結

合活性をもたないものには、転写活性が認められないことが予想さ

れていた。しかし興味深いことに、このような予測に反して、点変

異体の解析の過程で TATAbox結合活性が見られないものの中に、

基本的転写活性が観察されるものが複数見いだされた。このような

一見相反するような現象が見ら れる理由は、 TATAbox結合活性が

DNA断片と TFIIDとの安定な複合体を検出することにより解析

されているのに対し、基本的転写活性は、鋳型 DNAとTFIIDお

E
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よび基本的転写因子群の存在下におこなわれた転写反応の産物を解

析することにより調べられているといった、それぞれの活性の検出

法の違いによるものと理解される 。 また、このことからは、転写活

性には TATAbox とTFllDがそれらのみで安定な複合体を形成す

ることが必ずしも必須ではなく、基本的転写因子群に不安定な複合

体でも認識できる、あるいは不安定な複合体を安定化する能力が存

在することが考えられる 。

また、このような現象が観察される点変異はそれぞれの direct

repeatの一定の領域に集中しており(図25) 、この領域は Helix-

Loop-H巴lix(HLH)構造の一部と相向性をもつことが後に報告さ

れた (24)0 HLHは一群の塩基配列特異的 DNA結合因子において見

られる構造で、ホモあるいはヘテロ夕、イマー形成に関与する構造で

あることが明らかになっている (25) 。したがって、 2つの dir巴ct

rep巴atはこの領域を介して分子内で相互作用をおこない、これが

TFllDの構造を安定化させ、 TATAbox と安定な複合体を形成す

るうえで何らかの働きをしているという可能性が考えられる。また、

これら HLH領域の変異体には、両 directr巴peatにおいてそれぞ

れ、 SD Sポリアクリルアミドゲル電気泳動上の移動度に奥常が見

られる(図22，24; lanel0-l1. 26-29) 。このような現象は点変異体

を作成したときに一般的にしは、しば観察されるものであり、これが

とのような分子論的機序によるものなのかは不明である。しかし、

例えば、この領域がある特別な機造をとっており、これを反映して

p
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可--
いることなとが考えられ、 T F'IlD分子における HLH領域の重要

性を与えるうえで 1つのヒントになり得るものと思われる。
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わたしは転写開始反応とその制御において中心的な役割を果たし

ている TATAbox結合因子 TF rr Dの構造活性相関の解析を行った。

その 一次椛造からは、これまでに知られているような DNA結合モ

チーフなとは見当たらず、顕著な相同性を示す既知のタンパクも見

られなかったが、 directrepeat. basic repeat region. sig田aho 

皿ologyregionといった興味深い構造を見いだすことができた。そ

して 、 TFrrDの 2つの基本的な活性がどの領域に存在するかを決

定するために一連の欠失変異体を系統的に作成・解析し、その結果、

TATA box結合活性には C末の約180アミノ酸という 比較的長い領域

のすべてが必要であることを明らかにした。また 、基本的転写活性

に特異的に必要な領域をここから分離して同定することはできなかっ

た。これらは従来知られていた塩基配列特異的 DNA結合因子にお

いて見られていた事象とは大きく異なり 、このことから、 TFIID

はこれら塩基配列特異的 DNA結合因子とは本質的に異なる構造的

特徴をもっているものと考えられた。また 、1日 V1VO での相補性解

析から、 TFIIDの全活性にはこの C末180アミノ酸よりなる領域

で必要十分であり、 N末領域は TFIIDの機能において本質的には

重要でないことを明らかにした。そして 、 3つの興味深い構造がす

べて TFIIDの全活性に必要十分な C末領域に含まれていたことか

ら、これらが TFIIDの機能において何らかの役割を担 っているこ

n
x
U
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U
 



可--
とが考えられた。そこで、 一定の戦略のもとに一連の点変異体を系

統的に作成 ・解析し、その結果、 directrep巴atが TATAbox結合

活性を担う上で重要な構造であることを明らかにした。これに対し

て、 basicr巴閃at r巴glonはTFIJD活性に直接は重要な役割を果

たしてはいないと考えられたものの、さらに解析を進めた結果、 2

つの direct repeatの位置関係が適切に保たれていることが TF

IJ D活性にとって極めて重要であり、これに basicrepeat regio日

が|業|勺していることを示唆する結果を lUた。以上、本研究より得

られた結果から 推測される出芽酵母 TFllDの構造を図27に模式的

に示す。 N末領域は本質的には不必要な領域であり 、全 TFIID活

性に必要十分な C末領域内では、 2つの directrepeatが TATAb 

ox との結合に重要な役割lを担っている。また、 basicrepeat regi 

onはTFIID活性に直接は関与していないと考えられるものの、

2つの dir巴ct repeat をつないでこれらの位置関係を適切に保つ

ことにより TFIID分子全体の構造維持にかかわっていることが考

えられる。

sigma homology r巴glonに関しては本研究からはその意義に関し

て明確な結論を導き出すことはできなかった。ここで 、TFIIDの

C末の約20アミノ酸よりなる領域は、 directrepeatからは外れて

いるが、欠失変異体を用いた解析から、 C末のわずか 3アミノ酸の

みの欠失を含むこの領域における欠失が TFIID活性を 完全に失わ

せてしまうことが示されており(図10; /':，. 227-240. /':，. 238-240)、
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区__1l 本研究の結果から推測される出芽酵母TFllDの構造
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また、点変異体を用いた実験でも、この領域に導入された変異に T

FIlDの両活性を完全に失わせるものが存在する(図22.24;234L) 

ことから、この領域も TATAbox結合活性を含む TF'日 D活性に何

らかの役割を果たしていることが推察される。とのような機能をこ

の領域が果たしているか、 1つの可能性としては、 2つめの direct

r巴peatの構造を安定化するということも考えられるが、この領域

がsigmahomology regio日に属していることと、その原核生物のシ

グマ因子とのアナロジーから、 TATA配列の認識にかかわっている

という可能性を敢えて強調しておきたい。図27に示した模式図にお

ける Slg皿ahomology regionの位置はこの主張を反映したもので

ある。

1章において TF'IlDがモノマーとして TATAboxに結合するこ

ととその意義について議論した。転写が一方向におこなわれるため

には転写開始複合体が非対称的 に構成される必要があり 、 TFIID

がモノマーとして TATAboxに結合することはこの要請に適ってい

ると考えられたが、dir巴ctr巴peatという対称的な構造が TATA bo 

xとの結合に重要であるとすると、非対称性がどの構造によって保

証されるのかが問題となる。プロモーター DNAの構造からは、共

通配列(TATA'( ̂ AT
/ ̂ )から予想されるように TATAboxそれ自身

の非対称性 (26)、また、 この周囲の塩基配列により引き起こさ れる

非対称性 (27)が転写開始複合体の非対称的な分子集合を導き得るも

のとしてあげら れる 。したがって、これを認識して結合する TFII

ーよ
円
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Dの DNA結合領域にも非対称性が存在すると考えるのが合理的で、

2つの direct repeat に何らかのかたちで非対称性が導入されて

いるものと考えられる。実際に、これら dir巴ct repeatが構造的、

機能的に全く同等ではないことは、ここに導入した互いに相同な位

置の点変異(11 OKと201Kや、 114Lと205L) が TATA box結合活性は

共に完全に失わせているものの、基本的転写活性には違った影響を

与えていることからも明らかである(図22.24;lanelO. 26; 11. 28) 

TFIID分子の構造からは、 2つの direct rep巴atの一次構造の

違いと、 2つめの dir巴ct repeatの一部を占めて C末まで伸びる

sigma homology r巴glonの存在およびその TATA box結合における

機能とが、 2つの direct repeat に非対称性を導入し得るものと

して指摘することができる。しかし、前段で議論したように、 dire

ct repeat に入らない sigmahomology region内の変異が TATAb 

ox結合活性を完全に失わせることから、単なる 2つの direct rep 

eat の一次構造の違いによるというよりはむしろ 、こ の Slg皿ahom 

ology regio日の存在とその TATA配列の認識にかかわるという機

能とが積極的に TFIID分子の非対称性を構造の上から保証してい

るものと考えたい。

2章において、 basicrepeat regionが潜在的に他の因子と相互

作用できる位置にあり、この相互作用によってもたらされた basic

repea t reglonのわずかな conformatio日変化が、 TFIID分子全

体の構造とその活性に大きな影響を与える可能性について議論した。
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この潜在的な可能性は、~豆写制御の分子機備を考えるうえで極めて

興味深い手掛かりを提供してくれる 。序論で述べたように、転写制

御因子は TFIIDと相互作用することによって TFIIDの confor田

a t 10n を変化させ、そして RNAポリメラーゼ Eや他の転写開始因

子の分子集合を促進させることで転写の活性化を導くというモデル

が提唱されている (9.10)。 そして、このような転写制御因子の転写

活性化に必要な領域としてもっとも多く見いだされているのがアシ

ディック領域である(14.16)。アシディック領域とは 、20-60アミノ

酸よりなる比較的酸性アミノ酸に富んだ領域であり、 αヘリックス

をとりやすく、またこのとき、際性アミノ酸がヘ リックスの片側に

集まるという特徴をもっ(14)。ここで basicr巴peatr巴glon もま

たαヘリックスをとりやすく、このとき塩基性アミノ酸がヘリック

スの片側に集まるという事実が思い起こされる(12)。つまり、 basi

c repeat reglonと転写活性化領域であるアシディック領域とが直

接相互作用する可能性が強く考えられる。したがって、先のモデル

とあわせて、アシディック領域をもっ転写制御因子による転写活性

化の分子機構を考えてみると、以下のような仮説を立てることがで

きる。まず、このア シディック領域が TFIIDの basicrepeat re 

glonと相互作用し 、 ここに confor田atlonの変化を引き起こす。

ついで、この basicrepeat reglonの小さな confor田ation変化

がTFIID分子全体に比較的大きな構造変化を引き起こす。そして、

この構造変化が RNAポリメラーゼ Eや他の転写開始因子の分子集

nztυ 

円
，

i



合を促進させ、転写の活性化が導かれる。これはあくまで純然たる

仮説の域を出ないが、転写制御因子である YP16のアシディック領域

がTFIIDと選択的に結合すること (28)や、同じく E1 Aが TFII

Dのbasicrepeat regio日と結合すること (29)など、この仮説を支

持する知見が最近次々と明らかになっている。

TFIIDがとっているこのような構造には何らかの必然性がある

のだろうか。この出芽酵母の遺伝子をもとにして、分裂酵母 (30.42)

、シロイヌナズナ (24)、ショウジョウノくエ (31)、ヒト (32)において

TFIIDの遺伝子がハイフリダイゼイションや PCRを応用した方

法で単離されている。その結果、図28に構造の概略を示したが、欠

失変異体を用いた解析から TFIIDの全活性に必要十分であること

を明らかにした C末の約 180アミノ酸よりなる領域は 、酵母からヒ

卜に至るまで、全く相同なアミノ酸残基で 80%以上、性質の似通っ

たアミノ酸残基まで加えると、ほぼ 100%という驚異的なほど高度

に保存されていることが明らかとなった。もちろん興味深い 3つの

構造はそのまま保存されており、この構造は、 TFIIDがその活性

を保つうえで必須であったことが推測される。また、 RNAポリメ

ラーゼ E系の基本的転写因子群の中で最も精製が進んでいた TFII

Bのクローニングが最近ょうやく報告され、 TFIIBも2つの dir

巴ctrepeatをもち、 さらに 、 1つめの directr巴peatの C端側に

basic repeat r巴glO日をも つことが明らかとなった (33)0 T F II D 

の場合は 2つの directr巴peatの間に basicrepeat regionが位
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置していたという違いはあるが、おおまかには direct repeat 1-

baSlc repeat reglon一direct repeat 2という共通のモチーフが

両基本的転写因子に存在していたということになる。ここで興味深

いことに 、TF II Bも転写制御因子 VP16のアシディック領域と結

合することが示されており (34)、TF II Bもまた、ある系では転写

活性化にかかわっている可能性が議論されている。このことから 、

direct r巴peat ]-basic repcal region-direct rep巴at 2 という

機造は、転写制御因子なとからのシクナルを受け取り、これを con

formation変化と いうかたちで分子全体に伝えていくのに都合の良

い、普遍的な構造である可能性が考えられる。

J41 変児休の Wí~ 析から、 u本的転写反応には 、 T F日 Dがそれ単独

で TATA box と安定な複合体を作る活性を保持していることが必ず

しも必要でないことが明らかとなった。このことは基本的転写因子

群の中に TFIIDと TATA box との結合を安定化させる因子が存在

することを示唆している。ここで、ハウスキーピンクタイプの遺伝

子なと 、転写開始点付近に TATAboxをもたない遺伝子が存在する

が、このような遺伝子の転写反応にも TFIIDが必要であることが

いくつかの例で示されている (48.49)。そして 、このような プロモ

ーターでは、 TFIIDは他の因子と相互作用し、その助けを借りて

プロモーター DNAと複合体を形成していることが考えら れる 。 し

たがって、このような TATAboxの存在しない遺伝子の転写反応に

TFIIDがかかわっていることと、その機構を考えると、今回見い
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だされたような、 TATA box と安定な複合体を形成することはでき

ないが、転写活性は示すような変異体が存在することは、極めて

reasonableであり、また逆に、 TATA-less のプロモーターからの

転写反応において今述べたような機構が存在することを支持するも

のであると思われる。また、このような変異体を用いることにより、

安定な複合体を形成するのに必要な因子を同定することが可能であ

る。そして、この因子と TFllDとの相互作用の詳細や、その転写

開始反応に占める位置を明らかにすることにより、転写開始反応に

おける基本的転写因子の分子集合の機序について、さらに新しい知

見を提供できるものと考える。

以上、わたしは転写開始反応とその制御において中心的な役割を

果たしている TATA box結合因子 TFllDの構造活性相関の解析を

行い、従来知られていたような塩基配列特異的 DNA結合因子とは

本質的に大きく異なるその構造的特徴を明らかにし、それらのもつ

意義について議論を加えた。 89年当時から比べると、いくつかの基

本的転写因子のクローニングが報告されるなど (33.45.46.47)、転

写開始反応の研究をめぐる環境はようやく整いつつある。その中で、

比較的少数の因子に収数しつつあるかに見えた基本的転写因子群が、

精製 ・クローニングが進み、個々の因子の特徴が分子レベルでより

明らかにな って行くにつ れて予想以上に数が増え(現在 TF II J (4 

4)の存在が報告されている)、本年度(1992年)中にも基本的には

達成されるかに見えた転写開始反応の分子レベルでの機構解明へ向
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けての道筋は、やや複 $jt 化の機杯i を示しつつある (~3)。しかし、 T

F' Il 0はこの中で中心的な役割を担っている因子であり、また、本

研究によって、その構造的基盤と機能とが最も明確に把握された基

本的転写因子となった。今後、転写開始反応において、 TF'IlDが

どういった因子ととのような 相互作用をすることによって転写開始

複合体の形成を導くのかといった、地l床ではあるが興味深い問題を、

本研究にから得られた知見と、ここで作成しキャラクタライズをお

こなった数々の変異体を用いて掘り下げていくことにより、生命と

その維持において根本をなしているシステムのひとつである、転写

反応全体の分子レベルでの理解に近づいて行けるものと考える。
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材料と方法

O 一般的な手法

ここで特に取り上げなかったもの、もしくは簡単にしかふれていない

ものについては、文献 (35)に従っておこなった。

I， 変異体 DNAO_江主製(19，36)

Kunkelらにより報告された方法にしたがって行った。以下に示すよう

に、大きく 3つの段階よりなる。

-オリゴDNAの合成と精製

望んだ変異を導入できるようデザインしたオ リゴDNAを、ホスホア

ミダイドを用いた固相合成法により合成した。このとき 、合成するオリ

ゴDNAの配列は、基本的には変異をもたない部分の長さが変異を含ん

だ部分をはさんでそれぞれ15-18baseとなるように決定した。また変異

の導入された DNAの同定を容易にするために、それぞれ新たな制限酵

素部位が導入されるよう工夫した。合成された DNAは濃アンモニア水

中、 650Cで 1時間処理することにより担体より回収した。この粗オリゴ

DNAを以下のよ うに精製した。まず減圧下で乾燥後、その残撞をFA

dye(98% fon日aI日ide，O. 1 % BPB， O. 1% Xylene Cyanol) 300μIに溶解させ、

このうち 100μlを7MUrea-10%ポリアクリルアミド電気泳動にかけた。

B P Bがゲルの下端に来たところで泳動を停止 し、ゲルを1Jlg/mlの臭化

エチジウムを含む蒸留水中で 5分間おだやかに振とうさせたのち、 uv

トランスイル ミネーター (366日田)上で完全長のオリゴDNAに相当する

バンドを検出した。これを切り出し、細かくつぶしたのち、 PAGE巴luti
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on buffer (500mM酢酸アンモニウム、lmMEDTA、O.1% SDS) 300-500μlに

懸濁し、 370Cで24時間振とうさせた。遠心後、上清を回収し、等量のフ ェ

ノールおよびクロロホルムでそれぞれ抽出したのち、 1/10量の酢酸ナ卜

リウム (pH5.0)と2.5倍量のエタノールを加えてよく撹伴し、 ドライアイ

ス中で10分間放置した。 40C、10000g. 10分間遠心して得られる沈殿を

70%エタノールで洗った後、40μIのstDD¥¥'に溶解し、精製オリゴDNA

様品とした。

-ウラシルを含んだ単錨 DNAの調製

出芽酵母TFIID遺伝子のコーディング領域をすべて含むSpel-Accl

DNA断片(837bp)をプラスミドpGEM7Zf(+)(Pro[日巴ga)のXbal-Smalサイ

トに組み込んだ。これを DNA内にウラシルを取り込むようになった大

腸菌の変異株B¥¥'313(duC. ung-)に導入し、その新鮮なコロニーを、 50皿l

のプラスチックチ ュー ブに入った3田1の2xYT培地(1.5% tryptone. O. 8出Y

east extr且ct.O.日 NaCl選択薬剤として50μg/mlのAmpicilineを含む)

に移し、 370

Cで5-9時間激しく振とうした。この菌液のうち 1皿lを 1リッ

トル容のフラスコに入った100皿lの2xYT培地に加え、これにさらにウリ

ジンを終濃度0.4Jlg/mlになるように加えた。 370Cで 1時間激しく振とう

したのち、ヘルパーファージM13K07(lx109-1x1010pfu/ml)を 1ml加え，

さらに370Cで12-18日寺間激しく振とうした。この菌液を氷上で冷却後、 5

OOOgで15分間遠心し、上清を回収した。これにPEG8000を終濃度 3%、N

aClを終濃度O.5Mになるようそれぞれ加え、室温で15分間放置した。 200

Og. 10分間遠心して得られた沈殿をその20-30倍量のTEbuffer(10mM Tr 

is-Cl (pH7. 4)、lmMEDTA)に懸濁し、これを等量のフェノールおよびクロ

ロホルムでそれぞれ 2回ずつ抽出したのち、 1/10量の酢酸ナトリウム (p
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H6. 0)と2.5倍量のエタノールを加えてよく撹枠し、 ドライアイス中で10

分山放目した。 4
0

C、lOOOOg. 10分I:，¥JA心して叫 られる沈殿を70%エタ

ノールで洗った後、 40μlのTEbufferに溶解し、ウ ランルを含む単鎖D

NA標品とした。

-変異を含んだ相補鎖の合成と変異体の同定

50田MTris-Cl (pH7. 4).10田MM gC l ~ . 5mM DTT. lmM ATP溶液に，精製した

オリゴ DNAを 1ng/，u1. T4 polynucleotidekinaseをO.25uni t/，ulになる

ように加え、 37
0

Cで 1時間保温した。さらに65
0

Cで10分間保温して酵素

を失活させたのち 、O.06倍量の20xSSC(3MNaCl. O. 3M sodiu皿 citrate)

を加えた。この溶液の10μlに2μlのウラシルを含む単鎖DN A (0. 5 

1μg)を加え、撹持 したのち、 70
0

Cに保温した。これを約 1時聞かけて4

OOCまで徐々に冷却したのち氷中に移した。これに10田MATP、5皿MdNTPmi 

x，stDDWをそれぞれ 2μlづっ加え、さらにT4DNA1igase(1unit/μl).Sequ 

enase Ver. 2. 0(10units/μl;che皿ically皿odifiedT7 DNApo1y皿巴rase)を

それぞれ lμl加えた (total20μ1)。これを氷上に 5分、ついで室温に 5

分それぞれ放置した後、 37
0

Cで90分間保温した。次いで80μlのTEbuffe 

rを加えて反応を停止させた後、 一20
0

Cで凍結させて酵素を失活させた。

この10μ1に含まれるプラスミド DNAを適当な大腸菌(dut+，Uロピ;ex.HB 

101. DH5a. JM105)に導入し、出現したコロニーから小スケールでプラス

ミド DNAを調製した。変異が導入されていれば出現するはずの制限酵

素サイトの有無で、求める変異を含んだ変異体DNAをまず同定した。

間違いなく求める変異が導入されているかどうかはその塩基配列を決定

することにより確認した。
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2. 変異体タンパクの調製(12)

1n v1tro transcription-translatio日法により行 った。前項のように

作製した変異体遺伝子を含むプラスミド DNAを制限酵素BamHIで切断

した。この DNA5μgを40mMTris-Cl (pH7. 4)， 10mM NaCl， 10mM DTT，6田

M MgC12， 2mM sper田idine，O. 5mM NTP皿1X溶液50μl中で25unitsのRNAsin(r

ibonuclease inhibitor)と20unitsの1'7RNApoly田eraseとともに370Cで

2時間保温した。次いでRNas巴 fre巴 DNaseを10units加え、さらに10分

間保温してプラスミド DNAを完全に分解した。等量のフェノールで 2

回、フェノール ークロロホルムで 1回、クロロホルムで 1回それぞれ抽

出後、エタノール沈殿を 2回くりかえし、最終的に得られた沈殿を70%

エタノールで洗った後、 10μ1のstDDWに溶解し、皿RNA襟品とした。この皿

RNA標品 1μlを70%ウサギ網状赤血球ライゼー卜 ， 20J1Mアミノ酸混合液

(メチオニン不含) ， 10uni ts RNAsin， 20μCi 35S-Methionin巴溶液25μl

中において30
0

Cで60分間保温し、氷冷後50%クリセロールを6μl加えた。

こうして調製した変異体タンパクを発現したライゼートは分注後直ちに

ドライアイス上で急速に凍結したのち、 70
0

Cで保存した。

3. TATA box結合活性の検出 (4)

ゲルシフト法により行った。まず、アデノウイルス 2型主要後期遺伝

子のTATAboxを含むAva[-RsalD N A断片189bpを 2%アガロースゲルか

ら切り出して精製した。この精製した DNA断片250ngを50皿MTris-Cl (p 

H7. 8)， 5mM MgClz， 2mM DTT，80μM dGTP， 80μM TTP溶液50μl中において100μ

Ciのa-32P-dCTPと4unitsのKlenowfragmentとともに室温で15分間放置

した。次いで2田MdATP，dCTPをそれぞれ2μl加え、さらに室温で15分間放

置した。これをフェノール クロロホルムで 1回抽出した後、 YeasttR 
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NAを10μg加えてSephadexG50カラムによるゲルろかをおこない、標識さ

れた DNA断片を未反応のヌクレオチドと分離した。こうして調製した

DNA断片1ng(10000-30000cpm)と変異体タンパクを発現したライセー

トO.5μl を12[日MTris-Cl (pH7.9 at 40C)， 40田MHep巴s(pH8.4)，4皿MMgC12， 

O. 12mM EDTA.6rnM s-Mcrcaptocthanol. O. 12mg/日J! sSA. 12% Glycerol. 60m 

M KCl溶液25μl中において、キャリ アーとして100ngのpo1ydG-dCととも

に 3OOCで 40分間保温した。このとき、標識した DNA断片は最後に

加えた。このうち 20μlを4%Acry1a田ide-bis(601)，5% G1ycerol. 25mM T 

ris. 190mM Glycin巴. lmM EDTA.4mM M gC 1 ~ . O. 5mM DTTよりなるポリアクリ

ルアミドゲルにアプライし、電極ノくッフ ァーに25mMTris， 190mM Glyci日

巴， lmMEDTA，5皿MMgC12を用いて、 120V定電圧で 3時間泳動した。この

ゲルを減圧下乾燥させ、オートラジオグラムをとった。

4. 核抽出液の調製 (50)

すべての操作は 4
0

Cでおこなった。2x1010個のH巴La細胞をPBSで 1度

洗った後、400皿lのHypotonicBuffer(10凶 Tris-Cl(pH7.3 at 40C)， 10 

mM KCl. 1. 5mM MgC12， 10mM s-Mercaptoethanol. 1田MPMSF)に懸濁し、15

OOg， 5分間遠心した。沈殿に細胞の1/4量のHypotonicBufferを加え、

氷上に10分間放置した後、 Dunc巴 ho皿ogenizer(Bp巴stle)で15ストロー

クホモゲナイズし、3000g，15分間遠心した。この沈殿に、沈殿の半量の

20r日MTris一C1(pH7. 3 at 4'(;)，20mM KCl. 1. 5mM MgClz， O. 2mM EDTA，10mM s 

4巴rcaptoethano1，25百 G1ycero1，1mM PMSF溶液を加え、 Duncehomogeni 

zer(B p巴stle)で 6ストロークホモゲナイスーした。これをおだやかに撹

枠しながら、沈殿の半量の20mMTris-C1(pH7. 3 at 4'(;)，1. 2M KCl. 1. 5mM 

MgC1 2 • O. 2mM EDTA， 10mM s-Mercaptoethanol. 25% G1 ycerol. 1mM PMSF溶
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液を約30分をかけて滴下した。さらに30分間撹祥後、 20000g， 30分間遠

心し、上清を20田MTris-Cl (pH7. 3 at4'C)， O. 2mM EDTA，10田Ms-Mercaptoe 

thanol. 20出 Glycerol.1mM PMSF溶液中で透析した。なお、ここで得られ

た沈殿は50凹MTris-Cl(pH7.9 at 4'C)， 5mM MgCl ~ ， O .lmM EDTA，0.5mM DTT， 

25百 Glycerol.lmM PMSF溶液20ml中でDuncehomogenizer(B pestle)で20

ストロークホモゲナイズしたのち液体窒素中で急速に凍結させて、 70 

ocで保存した (nuclearp巴llet)oKCl濃度が100田Mに達した時点で透析を

中止し、10000g，10分間遠心したのち仁清を液体窒素中で急速に凍結さ

せた。これを核抽出液として一700Cで保存した。

5. 転写活性の検出 一 1(1， 12，51) 

in vitro transcription-translation(:去により調製した TFIIDおよ

びその変異体の転写活性は以下のようにして検出した。まず核抽出液を

470Cで15分間保温して TFIID活性を欠失した核抽出液 (h巴attreated 

nuc1巴arextract)を調製した。このh巴昌ttreated nuc1巴arextract 7μl 

にTFIIDもしくはその変異体を発現させたライゼー卜 8μIを加え、こ

れにNTP田ix(final O. 5mM)， Hepes (pH8. 4) (final 24田M)，MgCl ~ (final 9.6 

皿M)，KCl(final 60田M).Glycerol(final 12%)、さらにアデノウイルス 2

型主要後期遺伝子の-259から+536までを含んだプラスミド pMLHIをO.5月

をそれぞれ加え、最終容量を25μ1とした。これを300Cで60分間保温した

のち、 Stopbuff巴r(150mMsodium acetate(pH6. 0)， 10mM EDTA， O. 5% SDS， 

180四/田1yeast tRNA)75μlを加えて反応を停止させた。フェノールーク

ロロホルム抽出、クロロホルム抽出をおこなったのち、アデノウイルス

2型主要後期遺伝子の+25から+54までとハイブリダイスできる、 5'末端

を32Pで標識したオリゴDNAを0.2ng(3xl05cp皿)加えてエタノール沈
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殿をおこなった。沈殿を70%エタノールで洗った後、40mMTris-C1(pH7. 

4).400mM NaCl. 1r日MEDTA， O. 2% SDS溶液30μ1に溶解し、これを900Cで 3

分間保温したのち37
0

Cで12時間保温した。エタノール沈殿をおこない、

その沈殿を70%エタノールで洗った後、 50mMTris-C1 (pH8. 3)， 75mM KCl. 

伽MMgCl z， 10mM DTT， O. 5mM dNTPmi x， 75四 /mlActinomycin D溶液50μlに

溶解し、 AMVr巴vers巴 transcriptase10unitsを加え、 420Cで60分間保

温した。エタノール沈殿を 2回繰り返したあと、 10111のFAdyeに溶解し、

95
0

Cで 5分間保温したのち氷中で急冷した。これを7MUrea-12%ポリア

クリルアミドゲル電気泳動にかけ、ゲルを減圧下で乾燥後オートラジオ

グラムをとった。

6. RN Aポリメラーゼ Eの調製 (52)

以下の操作はすべて 40Cでおこなった。 45田lのnuclearpell巴tあたり

50μIの10mg/皿1Antipain，10mg/田1Chymostatin，10皿g/田1Leupeptin，10皿

g/田1Pepstatin，lM PMSF溶液をそれぞれ加え、 Duncehomoge口12巴r(Bp巴

stle)で 3ストロークホモゲナイスした後、 3.8M AI日[日on1u田 sulfat巴(pH7.

9)溶液を3.8皿l加えて激しく撹排した。こう して得られた粘性の高い溶

液約100皿lを200田l容のビーカーにとり 、Bransonsonifierを用いてマ イ

クロチップの最高出力で20秒間づっ15回超音波処理をおこなった。 粘性

の下がった溶液に100μlの10田g/田1Antipain， 10mg/ml Chy皿ostatin，10mg 

/田1Leupepti n， 10mg/皿1Pepstatin，lM PMSF溶液をそれぞれ加えよく撹

排 したのちBeckman45Tiローターで38000rpm，90分間遠心した。上清を

回収 し、 2{音量の50旧日 Tris-Cl(pH7. 9)， O. 5皿MEDTA，5mM MgC12， 5mM DTT， 

25出Glycerol溶液と 33μ1の10皿g/皿1Antipain， 10皿g/皿1Chy皿ostatin，10田

g/田1Leupeptin，10皿g/田1Pepstatin， 1M PMSF溶液をそれぞれ加えて撹祥
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後、 Beckman45Tiローターで38000rpm. 60分間遠心した。上清を回収し、

これをおだやかに撹祥しながら 10%Po1yethyleneimmineを終濃度O.25% 

になるよう滴下し、さらに15分間撹祥した。この溶液をB巴ckman45Tiロ

ーターで30000rpm. 20分間遠心し、沈殿を回収した。 nuc1earpe11et 5 

40田l分の沈殿を0.25MAmmonium su1fat巴(pH7.9)を含むTGEDbuffer(50田

M Tris-Cl (pH7. 9). O. 1mM EDTA. O. 5mM DTT.25% Glycerol) 170r日lにDunc巴

hor日og巴nizer(Bp巴st1巴)を用いて溶解し、 30分間撹排したのちBeckman4 

5Tiローターで30000rpm.20分間遠心し、上清を回収した。上清をおだや

かに撹梓しながら、その 3倍量の3.8MAmmoniu皿 sulfate(pH7.9)溶液を、

次いて‘stDDWを30皿l加え、さらに30分間撹持した。 Beckman45Tiロータ

ーで38000rpm.90分間遠心して得られた沈殿をTGEDbufferにAmmoniums 

ulfat巴の濃度が500田MになるようにDunc巴hor目og巴nizer(B pestle)を用い

て溶解し、これをおだやかに撹伴しながら1/5量の36%PEG溶液を加え、

さらに20分間撹持した。この溶液をBeckr日an45Tiローターで13000rpm.

10分間遠心して上清を回収し、これにTGEDbuff巴rをAmmoniu皿 sulfat巴

の濃度が100mMになるように加え、さらにB巴ckman45Tiローターで35000

rp皿. 30分間遠心 した。こうして得られた上清を、O.lMAmmonium su1fa 

te(pH7.9)を含むTGEDbuff巴rで平衡化 したDEAE-ce11u1oseDE52カラム (4

0皿1)にアプライし、O.3M Amr日onlu皿 sulfat巴(pH7.9)を含むTGEDbuffer 

で溶出した。タンパク濃度を測定し、そのpeakfractionを集め、これ

にTGEDbuff巴rをAm田oniumsulfateの濃度が80叫になるように加えた。

これをただちに80mMAmmonium su1fate(pH7.9)を含むTGEDbufferで平

衡化し たDEAE-SephadexA25カラム (20皿1)にアプラ イし、 0.25MAmmoniu 

田 sulfate(pH7.9)を含むTGEDbuff巴rで溶出 した。タンパク 濃度を測定

し、そのp巴akfractionを集め、こ れにTGEDbufferをAmmoniumsulfate 
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の濃度が50mMになるように加えた。これをただちに50mMAmmonium sulf 

at巴(pH7.9)を含むTGEDbuf[eで平衡化したphospho-cellulosePl1カラ

ム(4皿1)にアプライし、 0.2MAmmonium su1fate(pH7. 9)を含むTG印 buff

erで溶出した。タンパク濃度を測定し、そのpeakfractionを集め、こ

れにTGEDbufferをAr日田001ur日 sulfateの濃度が100mMになるように加え、

分注したのち急速にドライアイス上で凍結させ、 -700Cに保存した。こ

れを RNAポリメラーゼ E標品として使用した。

7. 基本的転写因子の調製 (23)

概略を図29に示す。すべての操作は4
0

Cでおこなった。核抽出液約500

田Iを、 O.1M KC1を含むbufferC (20mM Tris-Cl (pH7. 9 a t 4'(;)， O. 2mM EDT 

A. 10回目 s-Mercapto巴thanol.O. 5mM PMSF)で平衡化したPllカラム (120皿1)

にアプライした。これを順にO.3M KC1を含むbuff巴rC(360皿1)、O.5M KC 

1を含むbufferC(300田1)、O.85M KC1を含むbufferCで溶出した。タン

パク濃度を測定してそれぞれpeakfractionを回収し、 O.05M KC1を含む

buffer Cに対して透析し、 KC1濃度を 100mMに調整した。 P11-0.5MKC1画

分を、 O.1M KC1を含むbuff巴rCで平衡化したDE52カラム (50皿1)にアプラ

イし、素通り画分 (Pll(0.5) -DE52 (0.1))と O.3M KC1を含むbufferCで

溶出するタンパク回分 (Pll(O.5)-DE52(0. 3))とを回収した。素通り画分

(P11(0. 5)-DE52(0. 1))をO.1M KC1を含むbufferCで平衡化したsing1e

strand DNA agarose(15皿1)カラムにアプライし、 O.1Mから O.5MまでのKC

l濃度勾配をもっbuff巴rCで溶出した。転写活性を測定し、その活性画

分を回収して、 O.05M KC1を含むbufferCtこ対して透析し、 KC1濃度を 10

0皿Mtこ調整した。これを TFIIB画分として、分注後急速にドライアイ

ス上で凍結させ、 -700Cに保存した。タンパク画分 (Pll(0.5)ーDE52(0.3)
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図_la 基本的転写因子の調製法
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数字は溶出に用いた KCIの濃度 (11)を示す。水平な線はステップでの溶出を、傾きのあ

る線は濃度勾配をかけての溶出をあらわす。
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)には、 3 倍置の~. 8M Ammonium slIl fatc(pIl7. 9)的液を加え、]時間お

だやかに撹持した。これをB巴ck[日an45Ti口ーターで30000rpm，60分間遠

心して得られた沈殿を1.8mlのbufferCtこ溶解し、その2/3をO.4M KClを

含むbufferCで平衡化したBiogel A1.5(田巴sh200-400)カラム(1.5cmx60 

C 皿)にアプライし、ゲルろかをおこなった。転写活性を測定し、その活

性画分を回収して、 O.05M KClを含むbuff巴rCに対して透析し、 KCl濃度

を100田Mtこ調整した。これを TFllE/F画分として、分注後急速にド

ライアイス上で凍結させ、 70
a
Cに保存した。 P11-0.85M KCl画分は、

これにTween40を終濃度O.1%になるよう加えた後、 O.1M KCl. O. 1% Tween 

40を含むbufferCで平衡化したDE52カラム(15ml)にアプライし、O.1Mか

らO.4MまでのKC1濃度勾配をもっbufferCで溶出した。 転写活性を測定

し、その活性画分を回収して、 O.05M KClを含むbufferCに対して透析

し、 KC1濃度を 100田Mtこ調整した。これを TFllD画分として、分注後急

速にドライアイス上で凍結させ、 70aCに保存した。転写活性は以下の

ようにして測定した。活性を測定したい画分と既に調製ずみの画分 (T

F II B画分 2μl、TFllD画分 1μl、TFllE/F薗分 2μl、RNAポ

リメラーセ、 II 0.25μ1)に、適当な濃度のKC1を含むbufferCを10.75μ1 

加え、 KC1濃度を 100mMに調整した。これにMichel's田ix(500μMATP， 500 

11M UTP， 125μM CTP， 200mM H巴pes(pH8.4)， 40mM MgC1z)を5μI、1MDTTをO.

14μ1、2. 5皿M3'ーo一皿ethylGTPをO.5μl、RNasin(40units/μ1)をO.02μI、

RNaseT[ C5units/μ1)を O.03μl、pMLCzATを1児、a-3ZP-CTP(3000Ci/叫 ;10

μCi/μ1)をO.5μlそれぞれ加え、 stDDWを加えて全量を25μIに した。こ れ

を30
a
Cで45分間保温し、このうちの20μlをおよそ lc田径のDE81paper上

にス ポッ卜した。こ れをO.2M NazHP04で 2分間づっ 5回、 蒸留水で 1回、

エタノールで 1回洗浄 し、 赤外線ランプで乾燥させた。このDE81paper 
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上にのこったカウントを液体シンチレーターで測定し、その値から活性

を算出した。

8- 大腸菌による組み換え卦三二と二三乙企主産 (22)

T7RNAポリメラーゼを用いた方法を使っておこなった。変異体遺

伝子を制限酵素Nd巴lとBa[日HIで切断し、これをpET3aのNdel-sa田HIサイト

に導入した。これを大腸菌株BL21(LysS)に導入し、得られた新鮮なコロ

ニーを50田1のプラスチックチューブに入った5凹lの削TB培地(1出 trypton

巴.O. 5% NaCI. 0.1% NH，Cl. O. 3% KlhPO，. O. 6出Na，HPO，選択薬剤として20

μg/mlのA田picilineを含む)に移し、 370Cで6-9時間激しく振とうした。

この菌液がわずかに濁ったところ (OD595 - 0.1)で1田lの50出Glycerol

を加えてよく撹持した後、分注してー70
0

Cで保存した (Glycerolstock)。

このGlycerol stock200~1を 500田 l の削TB培地に移し、激しく振とうしな

がら 30
0

Cで保温した。 oD 595がO.7から1.0のあいだにIPTGを終濃度0.4

dになるよう加えたのち、さ らに30
0cで 3時間保温した。以下の操作は

すべて4
0

Cでおこなった。菌液を氷上に30分間放置して冷却後、 2000gで

5分間遠心して菌体を回収した。これを20mMTris-Cl(pH7. 9 at 4t).20 

0皿MNaCl溶液で洗浄後50田lプラスチックチューブに移し、 20mMTris-Cl 

(pH7.9 at 4t).500mM NaC1. 50mM s-Mercapto巴thanol.10% Glycerol、l

O~g/ml L巴upeptin.10μg/田1Pepstatin溶液を全量で10田lになるように加

え、よく懸濁した。これをBransonsonifierを用いてマイクロチップの

レベル 2で30秒間づっ 15回超音波処理をおこなった。溶液の oD 595が

もとの10%以下になっていることを確認後、 NP40を終濃度O.1自になるよ

うに加え、 10分間おだやかに撹持した。これを 10000gで，30分間遠心して

上清を回収し、これを組み換え体TFllDまたはその変異体を含んだ大
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腸菌ライゼー卜として、分注後急速にドライアイス上で凍結させ、 70 

。Cに保存した。

9. 転写活性の検出 -II(23) 

組み換え体 TF'IIDおよびその変異体の転写活性は以下のようにして

観察した。組み換え体 TF'IIDまたはその変異体を含んだ大腸菌ライゼ

ー卜をO.2M KCl. O. 2mg/田1BSAを含むbufferCで20倍に希釈した。この1

μlにTF'IIB画分 2μl、TF'IID画分 1μI、TF'IIE/F'画分 2μl、R

NAポリメラーゼ II O. 25μlとO.1M KCl. O. 2皿g/田1BSAを含むbufferCを

10. 75μl加え、これにMichel's田ix(5001lMATP， 500μM UTP， 125μM CTP， 20 

0田MHepes(pH 8.4)，40田MMgC12)を5μl、1MDTTをO.14μ1、2.5mM 3'-0田

ethy1 GTPをO.5μl、RNasin(40units/μ1)をO.02μl、pMLCAzTを1月、 a_32

P-CTP(3000Ci/田M;10μCi/μ1)をO.5μlそれぞれ加え、 stDDWを加えて全量

を25μlにした。これを30
0Cで60分間保温したのち、 Stopbuffer75μlを

加えて反応を停止させた。フェノールークロロホルム抽出、クロロホル

ム抽出をおこなったのち、エタノール沈殿をおこなった。この沈殿を20

μlのFAdy巴に溶解し、これを900

Cで 5分間保温したのち、氷中で急冷し

た。これを7MUr巴a-5%ポリアク リルア ミドゲル電気泳動にかけ、ゲル

を減圧下で乾燥後オートラジオグラムをとった。
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