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３．養成カリキュラムの達成状況

　　本カリキュラムの開始にあたり以下の三つの課題を立てた。

1.  DNAチップによる遺伝子発現頻度の測定法の習得

  2.  ゲノム情報に基づくデータの解析技術の習得

  3.  酵母酵母をモデルとした高等生物細胞機能の分子生物学的・分子遺伝学的解析

      への応用法の検討

　　私は、本カリキュラムを開始するにあたり、酵母の最も重要な代謝経路の一つである発酵過程（解糖

系）を指標として網羅的な解析を行うことにした。本カリキュラムを実施している研究室では解糖系酵素

をコードする遺伝子群の発現制御に関して DNA チップ技術を用いて解析を行っている。本カリキュラム

では、解糖系に関わることが知られているが網羅的な転写解析が全く行われていない Rap1 を用いて解析

を行い、その過程で以下の技術を習得した。

1.  解糖系遺伝子のプロモーター領域に、共同して結合する事が知られる転写活性化因子Gcr1とRap1  

   との相互作用を明らかにし、Rap1のN末領域がGcr1との結合に必須であることを見いだした。

2.  必須遺伝子であるRAP1 の種々の変異遺伝子を作製し、Gcr1pとの結合能を失うが増殖に影響をあ

　　たえない変異遺伝子rap1-ΔN（Ｎ末の欠失変異）の作製に成功した。

3.  rap1 単独あるいは多重変異株における解糖系遺伝子群の転写レベルをDNAチップを用いて網羅

    的に解析しする過程で、DNAチップによる遺伝子発現頻度の測定法を習得した。

4.   DNAチップによって得られた生データーを解析する過程でゲノム情報に基づくデータの解析技

    術を習得した。

5. Rap1は高等生物にも保存されているDNA結合ドメインとＮ末にBRCTドメインをもっている。

    これらの構造や結合配列を比較する過程で高等生物細胞機能の分子生物学的・分子遺伝学的解   

    析への応用法の可能性を検討した。



４. 成果（Ａ４版３枚程度）

　

現在のゲノム研究において、膨大な情報から遺伝子機能の効率的に抽出する方法や、システマティ

ックな解析法の構築は非常に重要な問題となっている。本研究で取り扱った出芽酵母はヒトの基本的生

命現象の制御機構は保存しているが、単純化された機構を持つため広くモデル生物として用いられてい

る。植村グループでは、出芽酵母で保存している機構の中で最も重要な代謝経路の一つであり、その代

謝酵素の遺伝子発現量も非常に高い発酵過程（解糖系）に着目して解析を行っている。出芽酵母の解糖

系遺伝子の多くは、上流プロモーター領域に転写活性化因子Gcr1 が結合するCT-boxとRap1 が結合す

る RPG-box を持つ。これらの遺伝子の転写活性化には Gcr1、Gcr2、Rap1 及びSgc1 が必要であること

が示されている。しかし、Rap1 がどのような機構で関与しているのかについては明らかにされていな

かった。そこで私はRap1の機能と解糖系における役割についての解析を行った。

１） レポーター遺伝子を用いた制御因子間の相互作用と構造解析

　　解糖系遺伝子のプロモーター領域に、共同して結合する事が知られる転写活性化因子 Gcr1 と

Rap1 タンパクとの遺伝学的な相互作用を lacZ（β-ガラクトシターゼをコードする遺伝子）をレポ

ーターとするTwo hybrid 法によって解析した。その結果Gcr1 とRap1 とがGcr1 による転写活性化

に必須なGcr2非存在下でも結合することを初めて検出し、さらにRap1タンパクのN末ドメインが

結合領域であることを見いだした。Rap1のN末領域には高等生物に保存されているBRCT (BRCA1

C-terminal) ドメインを呼ばれる構造が存在しており、Rap1 においても重要な機能を持つことが示唆

された。Rap1について出芽酵母の近縁の酵母であるSaccharomyces castellii, Candida glabrata の相同

遺伝子の構造と比較したところ中央の DNA 結合領域と転写制御やテロメア長などの調節に関連す

るＣ末が高く保存されているのに対してＮ末はほとんど保存されていないことが分かった。しかし、

保存されていないＮ末領域においてＢＲＣＴドメインと呼ばれる構造だけが５０％以上の高い相同

性があることを見いだした。

２）解糖系全体の発現制御に関与する既知因子の遺伝学的な相互作用の解析

    出芽酵母解糖系の転写活性化因子Gcr1 との結合に必要なBRCTドメインを含む領域をRap1か

ら欠失した変異株（rap1-ΔＮ株）を作製したが完全培地における増殖に変化は見られなかった。そ

こで、gcr1 破壊株あるいは gcr2 破壊株と rap1-ΔＮ変異との二重変異株を作製し、その増殖速度を

調べた。その結果、転写活性化因子Gcr1 の変異によって見られる増殖遅延は Rap1 の変異（rap1-Δ

Ｎ）によって影響は見られなかったが、gcr2 変異株においては、二重変異によって顕著な増殖遅延

がみられた。このことから Rap1 も Gcr2 と同様に Gcr1 の転写活性化能を補助する機能をもつこと

が示された。また、Gcr1のDNA結合能を弱くした変異株を作製し解析を行ったところ、DNA結合

能の弱くなったgcr1 変異株ではRap1 からN 末を除去すること（rap1-ΔＮ）で著しい増殖の遅延を

示した。これらのことから、Rap1 のＮ末端の機能は Gcr1 の DNA への結合を促進する機能を担っ

ていると結論した。

３）培養条件及びrap1 変異による遺伝子発現の変化

　　Δgcr2、rap1-ΔＮ二重変異によって顕著な増殖遅延がみられることから遺伝子の発現量も低下

していると考えられた。この可能性を検討するために、解糖系酵素の蛋白質定量法である酵素活性

測定実験およびレポーター遺伝子による発現量の定量化、RNA 量の定量法であるＲＴ－ＰＣＲ法と

リアルタイムＰＣＲ法とを行った。その結果、rap1-ΔN 単独変異株では、解糖系遺伝子群のひとつ

である ENO1 遺伝子の発現量は、酵素活性、ENO-lacZ 融合遺伝子の発現、ゲノムの ENO1 の転写

量のいづれにおいても野生型と比べ顕著な差は見られなかった。これに対しΔgcr2 単独変異株では

いずれの実験法によっても野生型株に比べて発現量の減少がみられた。このΔgcr2 変異株に対して

さらに、rap1-ΔN 変異を加えた二重変異株では、Δgcr2 単独変異株に比べてよりいっそうの発現量

の低下が顕著に見られた。このような結果は他の解糖系遺伝子においても同様にであり、二重変異

によるさらなる増殖の遅延は、rap1-ΔN 変異による遺伝子発現量の低下の結果であると結論した。



４）酵母ゲノムレベルにおける解糖系遺伝子の網羅的転写制御機構モデルの構築

 　Rap1 の N 末領域がゲノムレベルでの遺伝子発現制御にどの様に関与しているかを検討する

ためDNA チップを用いた解析を行った。３）の解析と同様に rap1-Δ N 変異株では野生型に比べ

解糖系遺伝子群の顕著な発現の減少はみられなかった。しかしメイティング関連遺伝子などの一連

の遺伝子群において統括的な転写の減少がみられたことから、GCR2 野生型株においても　Rap1

の N 末領域が転写の活性化に関与していることを初めてあきらにした。また、Rap1 タンパクはテ

ロメア長の制御やクロマチン構造を介したサイレンシングに関与することが知られている。ある遺

伝子群ではRap1 N末領域の欠失によって転写の上昇がみられたことからRap1 のN 末領域が転写

の抑制にも機能している可能性が示唆された。本研究においては、現象を確認することにとどまっ

たが、統括的な転写機構におけるRap1のN末領域あるいはBRCTドメインの役割に関しては今後

より詳細な解析が必要とされる。
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