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論 文 内 容 要 旨

第1章 序論

真核細 胞内で は細 胞周期の制 御下 に遺伝子の転写、DNAの 複製 な どの、生命維持 に欠

か す ことのできな い様 々な反応が行なわれて いる。 この時、DNA鎖 間の高次構造 の変換

を行 な う必要が ある。 このよ うなDNAの トポ ロジカルな状態 間の変換 をす る酵 素がDNA

トポ イ ソメラーゼであ る。真核 生物 の トポイ ソメラーゼ には、反応様 式の異な る型の もの

が何 種類か存在 して いるが、その 中で も11型で あるDNAト ポ イソメラーゼll(ト ポll)は 、

反応 にA丁Pを 必要 と し、DNA2本 鎖 を一旦2本 とも切断 して他 のDNA鎖 を通 した後 、再結

合 す ることによ りね じれ を解消 する。他の トポ イソメラーゼ とは違 うその反応様式のた

め、 トポllは単にDNAの ね じれ の解消 をするだ けでな く、2つ のDNA鎖 間で 生 じた絡 ま り

(catenation)や 、DNA鎖 間に生 じた結び 目(knot)を 解 消する こともで きる。 トポllは、細

胞分裂期や減数分裂 期の染色体 の凝縮や分離、DNA複 製な どに必要 であ り、DNAの 組換

え反応 にも働 いて いる との報 告がある。また、核マ トリックス の構成タ ンパク質で あ り、

染色体 の骨格 タンパ ク質 として も働 いて いる という報 告もある。

哺乳類 の トポIIには、配列 は非常 に似 ているが 、遺伝子的 には別で ある αと βという2種

のアイソフォームの存在が知 られて いる。アイ ソフォーム間では、発現 して いる組織 や薬

剤 に対する感受性 が異なる ことな どが知 られて いるが、機能 の差異 につ いて 明確な知 見は

まだ得 られていな い。近年、 トポIIα、 βそれぞれの ノックア ウ トマ ウスが作 成 された

が、 αでは卵割の4-8細 胞期 で死 滅 して しまい、 βで は胎児の段 階で死 に、特 に神経 系統

の細胞 の分化が不十分で ある ことが 示 された。 しか し、分子生物学 的 に細胞 内でそれぞれ

のア イソフォームが どのよ うに認識 され、どの よ うな反応がお こって いるのか等 につ いて

は、未だ解 明されて いな い。

本研究で は、ニ ワ トリ トポ11α、 βアイソフォーム間で の細 胞周期 におけるタ ンパ ク レ

ベル 、RNAレ ベル での発現 にっ いて比較 し、核 内の局在 にっ いて も比較 した。 また、その

際 、馳αがS期 でDNA複 製部位 を示す プロモデオキ シウリジン(BrdU)取 り込みの シグナル と

重な った ことに注 目 し、そのよ うな挙動 を示す原因 とな る配列 につ いて α/β の キメラ体

を作 成 し、雌 ニ ワ トリ胚 由来の繊維芽細胞(CEF)に トラ ンスフ ェクシ ョンして解 析を行な

い、 アミノ酸配列 に して αの1280-1294の 領域 が重要である こ とを示 した。 また、

1280-1294の 領域でproliferatingcellnuclearantigen(PCNA)と 相互作用す る ことを1η

縦roの 結合実験で示 した。以上 の結 果か ら、S期 にDNA複 製 部位 に トポllαが集積 する機

構が解 明され、その生物学的意義 につ いて考察 を行な った。

一320一



A

chickentopo-Ila
i

153'
d22dpPA2

chickentopo-II(i
1

雪8

5751pCA429

5430
2460pgZ10

1569
27b5

4201PBP21

p3B6

B
ATPasedomain

(gyrB)
435

Coredomain

(gyrA)
8051209

C-terminal

domain

・・一 ・・P・岨・ 臼 ■ ■ ■ ■ ■曄麺 璽 璽i璽灘i璽 璽璽劉====コ

chickentopo-Ila一
'75%461183180%1237137%'

SS%
80684%

1531(翁mioo題cid

readues)

146%、1553

・一 ・・Pレ・・β囲 ■ 圏 ■ 幽 瞬 璽錘灘 墾璽 璽纒 灘===;ゴ
X1627

・hUmantopo騨IIβ

lg2% 1451 95%821 112
27

71%1
1621

Fig.LcDNAclonesforchickenhomo量oguesoftopo.IIαandβandcomparisonof

theirdeducedsequenceswiththoseofhumantopo-llocandj3.(A)cDNAclonesto

coverentireopenreadingframes(thickbars)ofchickentopo-Ilaand(3.Nucleotide

numbersareindicated.(B)percentidentityofdeducedsequencesbetweendifferent

domainsoftopo-Ilaand(30fhumanandchicken.Thelastresiduenumberofeachdomain,

theactivesitetyrosineresidue(Y)andC-terminalpolypeptideregionsusedforraising

polyclonalantibodies;a-150(underlined)and(3-100(doubleunderlined),areindicated..

第2章 ニ ワ トリDNAト ポイ ソメラーゼIIα、 βの一 次構造、発 現および局在性 の比較

α、 βアイ ソフォームを特異 的に認識 する抗体 、3H9及 び3B6を 用いてMSB-1細 胞 の

cDNA発 現 ライブラ リーをス ク リーニ ング し、ニ ワ トリ トポllα、 βの全塩基配列 を決 定

した。塩基 配列か ら推定 された アミノ酸配列を基 に ヒ トトポllと ドメイ ンごとに比較 した

(Fig.1)。N末 のATPaseド メイン、中央の コア ドメイン(cleavage/religatiQnド メイ

ン)で は、 αと β間、 ヒ トと:ニワ トリ間で高 い相 同性 を示 したが、C末 ドメイ ンで は全体

に相同性 は低 く、特 に α、 βアイ ソフォー ム間で低 い ことが示 された。相 同性 の低 いC末

部位 の一部 を大腸 菌で発現 させ、 これ らを抗原 にしてアイ ソフォー ムを特 異的 に認 識す る

抗体を作成 し、以降の実験 に使用 した。
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ofpaly(A)}RNAspreparedfromCEFsatthetimepointsindicatedin(A)with32P-

labeledcDNAprobeforchickentopo-Ila,J30rGAPDH.

/

まず、アイソフォーム間で の細胞周期 におけるタ ンパ ク レベル 、RNAレ ベルで の発 現の

違 いを観察 した。ニ ワ トリ胚由来の繊維芽細 胞(Chickenembryonicfibroblast:CEF)は

無血清培地で培養す る ことで細 胞周期のG。期 に停止する ことが 知 られ て いる。 これ を利

用 して同調培養を行 な った。無血清培地か ら血清 を含む通常培 地 に リリース後、6時 間 ご

との細胞を採取 し、FACS分 析 によ り細胞周期 を調 べ、 さ らにそれぞれ の細胞集 団か らタ

ンパク質 とポ リ(A)+RNAを 調製 してウエス タンブ ロッ トとノーザ ンプ ロ ッ トを行 な った

(Fig,2)。 トポllαで は、タ ンパ ク質 レベル、RNAレ ベル共 に細胞 周期で大 きな変 化 をみ

せ 、G1-S期 初期では発現が見 られ ないが 、S期 後期一G2期 、M期 で は強 く発 現 して いる こ

とが示 された。一方 トポllβで は、 αのよ うな変化 は見 られず 、タ ンパ ク質、RNA共 に細

胞周期を通 じて ほぼ一 定量 の発現 が検 出され た。 また、細胞周 期 にお ける核 内の局 在様 式
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Fig.3.Nuclearlocalizationpatternsofchickentopo---aduringthecellcycleofCEFs.
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duringthe.cellcycle(shownbyrhodaminefluorescenceinred).Distributionoftopo-Ilawas
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の変化 を間接 蛍光抗体法 を用 いて観察 した。その結果、 トポllαで は、G1期 で検 出 され

ず、G2期 で核 内全体 に存在が認め られ たが 、S期 では、斑点状の シグナルが 多数観 察 さ

れ、その うち の一 つがWヘ テ ロク ロマチ ンの位置を示すFISHの シグナル と一致 す ること

が示 された。 また、斑点状 の シグナル は、複製部位 を示 すプ ロモデオキシ ウ リジン(BrdU)

の取込みの シグナル と一致 した ことか ら、 トポllαはS期 では、複製部位 へ局在 して いる

ことが示唆 され た(Fig.3)。 一方 トポliβで は、 αのよ うな局在の変化は見 られず 、常 に核

内にほぼ一様 に存在する ことが示 された(Fig.4)。 さ らに細胞分 裂期(M期)の サ ンプル に対

して も同様 に蛍光抗体法を行な った ところ、染色体の骨格タ ンパ ク質であ る との報 告 もあ

る トポllαで は染色体全域 を染 め、やが てG1初 期 に移行す る と共 に検 出されな くな った

が、 βで はM期 中は細胞 内 に分散 して存在 し、M期 の終わ りとともに再 び核 内 に検 出され
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る よ う にな る こ とが 示 され た(Fig。5)。

.第3章 欠失変異体を用 いたニ ワ トリDNAト ポイソメラーゼllαのDNA複 製部位 局在 に

関与 する領域 の解析

細胞周期のS期 で トポllαはDNA複 製部位 に局在す るが 、 βではそ のよ うな現象が 見 ら

れな いことの原 因について解 析を行 な うこ ととした。推定 ア ミノ酸配列 の比較 よ り、 これ

らの違 いが相周性 が著 しく低 いC末 領域 に由来 して いるので はな いか と考 え、 トポllα、

βのC末 領域 をそれ ぞれPCRで 増幅 し、発現 ベクターpcDNA3.1/Hyg+に 組み込 み、CEF

に トラ ンスフ エクシ ヨン して観察 した。その結果 、 トポllαで は核 内 に斑点状 のシグナル

が観察 され、 βではその よ うな シグナルが 見 られなか った ことか ら内在性 トポllの観察結

果 をある程度反映 して し、る と考え られたが、同時 に行な った円 による核の カウ ンターステ

イ ンよ り、核の形態が異 常な ものが 多く観察 され、さ らに詳 しい解 析を行な って行 く上

で、実験系が不適 当で ある と考 えた。そ こで 、コァ ドメイ ンの一部 とC末 を含 むCCIロ ン

ス トラク トを作成 した(Fig.6A)。 トポ11αのコアの一部 とC末 か ら成 るCCIiAA、 βの コア

の一部 とC末 か ら成 るCCIIBBの 他 に、CCIIAAのC末 を βに代 えたCCIiAB、CCI旧BのC末

を αに代 えたCCIIBAを 作 成 し、それぞれCEFに トランス フ ェク シ ョン して観察 した 。そ

の結果 、 αのC末 に依 存 して核 内に斑点状の シグナルが観察 され 、その シグナル はBrdU

の取 込み シグナル と一致 した(Fig.6B)。 この ことか ら、複製部位 への αの集積 は、そ のC

末領 域 に依 って いる ことが示 され た。次 に、 αC末 領域 中の ど こが本 質的 に複製 部位への

集樟 に必要なのか をさ らに調 べるため、C末 領域 を4つ に分割 し(ア ミノ酸残基1158-

1294、1295-1396、1397-1486、1487-1553)、Fig.7Aの よ うな様 々な欠失変 異体 を作

成 して 同様 の実験 を行な った。その結果、CCilAA-1553、CCIIAA△(1295-1396)、

CCIIAA△(1397-1486)で 核 内 に斑点状の シグナルが観察 され 、CCIIAA-1486、CCIIAA△

(1295-1486)で 一部 の細胞 に斑点状 のシグナルが観察 され た。その他 の コンス トラ ク トで

は斑 点状の シグナル は全 く観察 されなか った(Fig.7B)。 これ らの結 果 よ り、2種 の仮説 を

考 えた。すなわ ち複製 箇所への集積 はC末 中の1158-1294の 領 域が まず必要だが 、 さ らに

C末 の後半の領 域がなん らかの補助 的な役割 を果たす必要 がある とい う仮説 と、1158-

1294の 領域が必要で 、その領 域が働 くため にその後 ろにある程度の長 さのペ プチ ドがつ

いて いる必要が ある とい う仮説で ある。 この ことを検証 す るた め に、欠失変 異体で はな

く、 βのC末 とのキメラ体を作成 して実験 を行 な うこ ととした。
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nucleiofCEFs.(A)HA-taggedcDNAconstructsoftruncatedanddeletedforms
oftopo-Ila,.EachconstructwassubclonedintopcDNA3.1/Hyg+expressionvector

andtransfectedCEFs.(B)Expressedtopo-IIconstrictsweredetectedwithanti-HA
antibody(green).Scalebar=IOmm.
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第4章 ニ ワ トリDNAト ポイソメラーゼllα/β キメラ体を用 いた αアイソ フォームの

DNA複 製部位局在 に関与 するモチー フの解析

前 章 の 考 察 を さ ら に詳 しく検証 す る た め に 、Fig.8A中 に示 す よ うな コ ンス トラ ク ト

(CCIIA1294/B1338、CCIIA1396/B1459、CCIIA1486/B1553)を 作 成 し、CEFに トラ ン

ス フ ェ ク シ ョ ン して 核 の 観 察 を 行 な った 。 そ の結 果 、3種 類 全 て の コ ンス トラ ク トにお い

て 、BrdUの シ グ ナル と一 致 す る 斑 点 状 の シグ ナル が 観 察 され 、 αの 複 製 部位 へ の局 在 に

は1158-1294の 領 域 が 必 要で あ る こ とが 示 され た(Fig,8B)。 こ の領 域 を さ らに細 か く分

けた キ メ ラ を作 成 し(Fig.8A)、 同 様 の実 験 を行 な った と ころ 、CCHA1280/B1322、

CCIIA1264/B1305両 コ ンス トラ ク トと も斑 点 状 の シ グ ナル が あ ま り見 られ な くな り、 い

くつ か見 られ る もの に つ い て もBrdUの シ グ ナ ル と一 致 しな くな った(Fig.8B)。 ま た 、今

まで のな かで 、代 表 的 な コ ン ス トラ ク トに つ い て 、発 現 が 観 察 され た核 を カ ウ ン トし、 内

在 性 の β様 の 見 え 方 を す る もの(homogeneous)、 α様 の斑 点 状 の もの(spots)、 分 類 しか

ね る 中間 の 見 え方 の もの(intermediate)に 分 けた 結 果 か らも αの複 製 部 位 へ の 局 在 には

1280-1294の 領 域 が 本 質 的 に必 要 で あ る こ とが 示 唆 さ、れ た(Table1)。 この 領 域 の 配 列 が

DNA複 製 関 連 タ ンパ ク質 とな にか か かわ りが な いか検 索 した と こ ろ、PCNAと の 相 互 作 用

に必 要 な モ チ ー フ に相 同 性 が あ る こ とが 示 され た(Fig.9)。

＼

第5章 ニ ワ トリDNAト ポ イ ソ メ ラ ー ゼllとPCNAと の1ηv1亡ro相 互 作 用 の 解 析

トポllα のC末 領 域 とPCNAと の 相 互 作 用 の有 無 につ いて 解 析 を行 な った 。 ニ ワ ト リ

PCNAの ク ロー ニ ング の報 告 が な か った た め 、HeLa細 胞 のRNAよ り、 ヒ トPCNA配 列 の

一 部 を プラ イ マ ー と してRT-PCRを 行 な い
、 得 られ たcDNA断 片 を プ ロ ー ブ と して ニ ワ ト

リcDNAラ イ ブ ラ リー を ス ク リー ニ ング し、 ニ ワ トリPCNA全 長 の ク ロー ンを得 、 全 塩 基

配 列 を 決 定 した(Fig.10)。 推 定 ア ミ ノ酸 配 列 を 他種 生 物 と比 較 した と こ ろ 、 ニ ワ トリにお

いて も非 常 に保 存 性 が 高 い こ とが 示 され た(Fig.11)。 得 られ たcDNA配 列 を基 にGST融 合

PCNAの コ ンス トラ ク トを作 成 して 発 現 、 精 製 を 行 な った 。 トポ11α 、 βのC末 領 域 はN末

端 に(Hs)6タ グ を つ け て 発 現 、 精 製 した も の を使 用 した 。 精 製 した ペ プ チ ドを 用 いて 、 グ

ル タチ オ ンーSepharoseに 結 合 させ たGST-PCNAと の 結 合 性 を調 べ る方 法 で あ る ノηv'亡ro

のpull-downア ッセ イ を 行 な った と ころ 、PCNAと αのC末 領 域 とは 相 互 作 用 す る が 、 β

のC末 領 域 とは しな い こ とが 示 され た(Fig.12A)。 次 に前 章 で 示 した αC末 領 域 中 の
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TABLEIProfilesoftruncatedandchimericformsoftopo-IIa

and(3'inthenucleioftransfectedCEFs.

Construct Numberof

nuclei

observed

Typesofintranucleardistributions

Homogeneous Intermediatea) Spot

CCIIAA 135 4(3.(D)b) 35(25.9) 96(71.1)

CCIIAB 151 106(7q.2) 28(18.5) 17(11.3)

CCIIBB lz4 123(99.2) 0(0.0) 1(0.8)

CCIIBA 454 115(25.3) 118(26.0) 221(48.7)

、

CCIIAI2)4/81338 324 71(21.9) 60(18.5) 193(59.6)

CCIIA1280B1322 432 192(44.4) 155(35.9) 85(19.7)

CCIIA1264/B1305 286 190(66.4) 48(16.8) 48(16.8)

a)Severalweakspotswereobservedonthehomogeneousdistribution.
b)Thenumberintheparenthesesrepresents%ofnucleiobserved.

XPG(988-1Q11)
FEN1(335-358)

p21(142-164)
MCMT(162-181)
RFC(1-25)
Legl(1-21)
chickentopo-Ila(1279-1296)
humantopu-Ila(1275-1293)
mousetopo-Ila(1271-1289)
chickentnpo-IIR(1321-1339)

humantopo-II(3(1310-1329)
mousetopo-II{3(1343-13?2)

噸!一
螂LS㎜P
㎜FSKRKP

G2㎜PΩ
工PSGKKLVSE㎜一職一脳

RRAPSS㎜3S麗 くKW㈹P

㎜SSG匪 くPS為KKVKK:R㎜P

R㎜STGK㎜K民VKKRNP

Fig.9.Alignmentofaminoacidsequencessuggestedtoberesponsible
fortheassociationwithPCNA.Sequencemotifswhicharelikelyeffective
inassociationwithPCNAortargetingtheproteintoareplicationfactory
consistofaboxedsequenceimmediatelyfollowedbyaKR-richsequence

(underlined).
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1280-1294の 領 域 がPCNAと の相 互作 用 に関 与 して い る か ど うか を調 べ る た め 、1158-

1280、1158-1294両 ペ プチ ドがGS丁 融 合PCNAと 相 互 作 用 す るか ど うか を 同 様 の 実 験 を

行 な って調 べ た 。 そ の結 果 、1158-1294ペ プ チ ドで は 、GST融 合PCNAに 結 合 能 が あ る

が 、1158-1280ペ プチ ドには な い こ とが 示 され た(Fig.12B)。 これ らの結 果 よ り、 トポll

αがS期 で 複 製 部 位 へ局 在 す るの は 、1280-1294の 領 域 でPCNAと 相互 作 用 す るた めで あ

る 、 とい う可 能 性 が 示 され た 。

第6章 総合考察

本研 究で は、ニ ワ トリにDNAト ポイソメラーゼllα、 βアイソフォームが存在する こと

を明 らか に し、その基 本的な性質 と して、細 胞周期 にお ける発現 の比較を行な った。 ま

た、 トポllαがS期 に、核 内のDNA複 製部位へ局在す る ことに注 目し、局在 の原 因 とな る

配列 を明 らか に した ほか、その局在がPCNAと の相互作用 による可能性を示 した。

有糸分裂期(M期)の 染 色体の凝縮 と分離 に トポ11が必要で ある ことは、酵母で明確 に

示 されて いる。一方DNA複 製 における トポllの必要性 は、 トポllを欠 く酵母や アフ リカツ

メガエル卵で も1回 のDNA複 製 自体は進行する ことか ら、否定的で あるが、動物細胞か ら

の1月v'亡roでのDNA複 製の再構成系 に トポUが 必要な ことか ら、DNA複 製 に トポllがなん ら

かの関与 を している可能性 は否定 され ていな い。 トポllは、DNAの 高次構造 の変換 を行な

うというその酵素的性質 によ り、核 内のDNAに 関わ る主だった反応 にはなん らかの 関与

をする ことが多い。例 えば転写制御 に関わるク ロマチ ン リモデ リングの コンプ レックスな

どにも含 まれて いる。そのため、DNA複 製における働き にっいて も、あま り注 目され

ず、実際の作用機作 につ いて これ まで詳 しく調 べ られた ことはなか った。DNA複 製 は

様 々な複雑な反応か ら成 り立 って お り、そ の場 を工場 に見立て たreplicationfactoryと す

る概念が あるが、そ の中で トポllはPCNA、RFC、Ligl、DNApolymeraseα'、 δな どの

replicationcomplexの 中核をなす部分か らやや離れて、複製反応 によ り生 じたDNA構 造

の過負荷 を とりのぞ いて いるので はな いかとい うモデルが主流で あったが、本研究で トポ

llαがモチー フによ りPCNAと 相互 作用 している ことが 示唆され た ことか ら、 これまで考

え られ ていた よ りも、 もっ と積極 的 に トポllが複製 に関与 して いる可能性 が考 え られ る。

本研究では、 トポ11αの1280-1294の 領域がPCNAと の相互作 用 に必要な ことを、C末

キ メラ体cDNAのCEFへ の トラ ンスフ ェクシ ョンによる観 察 と1ηv'亡roの結合 実験で示 し

た。 αの1280-1294を 持 たな いキ メラでは、やや斑 点状 の シグナルを形成する細 胞は い

一332一



、

.
0

9

0

9

0

9

0

9

0

9

0

9

0

9

0

9

0

9

0

9

0

9

0

9

0

9

9

3

6

1

2

3

8

5

4

7

0

9

6

1

2

3

8

5

4

7

0

9

6

1

2

3

8

5

0

6

1

1

2

3

3

1

4

1

4

1

5

1

6

1

6

2

7

2

7

2

8

2

G鳳 一GCG㎜ 一=GG一(一=αc船
MFEムR工 」VQGSVLKRVLEハL

鵬 ㏄瓢職 「㎜GGC一(一 鷹c㎜G赴Gq
KDL工 雪EACWDLGSGG工SLΩS

-CG㎜C-GC鳳CGC-G融 く議㏄
MDSS8VSLVQLTLRSEGFDT

㌦

熈
L
㎜
L羅　　　

…
A

鵬

v

慧

・

K

㏄

A

触

G【=ロ℃皿G鵬 一 〔一{㎜GG㎜ ℃瓢 騨 ㎜ 猫AGC皿!「G
ALVFEAPNQERVSDYEMRLM

GACC㎜ 田G鳳G㎝ 心=一 ㎜T㎜G㎜ 尾PG
DLDVEQLGIPEQEYSCVVKM

㏄{配 一 ㎜ α=盈㎜ 田㎜ ㏄職c鵬 一 田c
PSAEFARICRDLSHIGDAVV 響

難
G

E

雛

漏

K
G饗欝cc口 ㎜ 甑(翼一 ∈週㎜o㎜G「 ㎜G㎜

LSP{PV田L.S】 匪SADVP工8VVEY

螂㎜ ㎝　㎜㎝ 瓢㎜ 皿

　 　鐸
IADMGELKYYI」 ムPK工EDΩ Ω
㎜ 独c-GG

㏄
p

皿

K

Fig,lU.Nucleotideanddeducedaminoacidsequences

ofchickenproliferatingcellnuclearantigen(PCNA).
Translationterminationcodon(asterisk)isindicated.

●

●

●

乙

轟

ム

9`9ム

D

g

D

D

,

●

●

●

●

暑訓暖"謝9""D

l,凸D`●

π 冨 蹟 ロ竃,

9

D

●

D

G

7S'

羅

ム

`

5

▲

騒

,

9

D

9

「

磁難
●
●
齢

,

■

9

●

●

●

●

,

,

】

】

隆

-o

蝉

-

.
羅

.
塞

`

^

1謝匿

●

●

●

●

D

D

D

●

襲

I

l

l

I

d亘cken㎜

humanF℃NA

rat二 ㎜

画 αヲqp雌 ユaKNA

9

,

●

,

`9Ω

`鱈

ム・ ●

署ム ●

量

聰

騨

訓

訓

訓

跳

^

灘

D

●

9

DS

●

●

●

●

縄

竃1

ム

ム

賓

ム

9

D

9

9

凸

▲

▲

,

,

,

9

D

,

,

9

4

▲

4

`胆

,

,

D

D

』

窩

縄

▲

▲

^

轟

C
麟
FSES

-

匿

6

m

-

I

-

●

O

O

9

▲

ム

4

`

1・ 罵Ω

1'Ω

1・ Ω

●m

、

躍

噌

匿

一

D

●

●

Fig.11.Comparisonofdeducedaminoacidsequencesof

chicken,human,ratandDrosophilaPCNA.Commonaminoacid

residuesareindicatedwithwhitelettersonblackbackground

一333

.

、



㌔カ φ蹴;帯
116一

84

58一ｰ,

4$.5一

蜘
襯

㈱ 嚇
・演轟・

糟聯

輔

B縛;態態 渉
kDa'・ ・,・ ・

31畷,'塙 ㌧ ∵ ・'争o忘 ∵'"

,'二,"・ 　 」 炉 〆 ・,ジ ◇'・

・L・一:滋:畔轟轡 ∵逆

14.4曜 ㌧ ぐ1一=二 ・,屈 鉾"胴 ゐ'"ヴ`

二"6・"

Fig.12.Invitropull-downassayof(His)6-taggedtruncatedformsoftopo-Ilaor(3withGST-
PCNA.(A)Hisa-TF(residues1158-1553)orHisj3-TF(residues1189-1627)wasincubatedwith
GSTfusionformofchickenPCNAboundtoGSH-Sepharose4B.Boundandunboundfractions
weresubjectedtoSDS-PAGEandWesternblottingwithanti-His-tagantibody.(B)Asmaller
(His)6-taggedfragmentoftopo-Ila;residues1158-12800rresidues1158-1294,wasincubated
withthebeads-boundGST-PCNAasabove.

くらか あ った ものの、BrdUの 取込み シグナル とは重な らな くな った ことか ら、複 製部位

への局在 は この領域で必要十分だ と考え られる。 この領域 は、 ヒ ト、マウスの トポllαに

も保存 されて いたが、逆 に トポllβには保存 され ていな かった こ とか ら、高等 真核生物の

DNA複 製部位への トポ}1αの集積 には この部位を介 してのPCNAと の結合が関わる もの と

考え られ る。 アイソフォームの報告のない酵母の トポ11のC末 領 域 には、ニ ワ トリ トポ11α

の1280-1294に 相 当す る領 域が欠 けてお り、特定のモチー フで直接 複製部位 に集積す る

ので はな く、他 のタ ンパ ク質を介 すな どの 間接的な方法 を取 っている可能性 も考 え られ

る。

S期 内をステ ー ジに分けて観察 した ところ、S期 初期では核 内全体 にわ た って複 製反応

が起 って いる にもかかわ らず トポllαの発現 は少な く、中期か ら後期 にか けて発現量が増

えて いた。 この ことか ら、高度 に凝縮 した ヘテ ロク ロマチ ンの高次構造を換え、DNA複

製 を行 な う上で 、特 に トポllαが必要なのではな いか と考え られる。分裂期以外 の全ての

時期 にお いて トポllβは核 内 にほぼ均一 に存在 して いる ことが示 されて お り、S期 初期で

は複 製 によ って生 じた負荷 を βが解消 している可能性が ある。 また、 トポllβと同様 に、

間期核 内 にほぼ均一 に存在 してお り、DNA構 造のね じれを解消 す る ことので きるDNAト

ポイ ソメラーゼ1(ト ポDもS期 初 期の負荷を解消す る働きを担 って いる可能性 が考 え ら
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れ る。

トポ11に変異のある温 度感 受性変異株で1回 はDNA複 製 が行なわれ る ことが可能 で ある

がその後の染色体の凝縮 と分 離がな されな いことか ら、 トポIIはDNA複 製 に重要 で はある

が必須で はな く、 む しろ主 と して分裂期の準備 と してcohesln等 と相互作 用 し、染色 体の

凝縮 と分配 に関わ って いるのではな いか という可能性 が考え られ る。最近報 告された トポ

llαの ノックア ウ トマ ウスで は、卵割の4-8細 胞期 にS期 で止 まって しま う可能性 が示 さ

れて お り、 トポllαのS期 での重要性が注 目されている。その観点か らも、本研究 で トポll

αの1280-1294でPCNAと 相互作用す る可能性 を示 した ことは意義深 い と思われ る。

要約

1)同 調培 養 した雌 ニ ワ トリ胚 由来繊維芽細胞(CEF)に お けるニ ワ トリDNAト ポイ ソメ

ラーゼllα、 β(ト ポllα、 β)の 細 胞周期を通 じての発 現をタ ンパク質、mRNAレ ベル

で解析 した結 果、 αはS期 か らG2期 、M期 にか けて発現す るが、 βは細胞周期 を通 じて

ほぼ一定量の発現 をす る ことが 示され た。

2)細 胞周期で トポHα 、 βの核 内局在性が どのよ うに変 化するか を間接 蛍光抗体法 を用 い

て調 べた。 αはG1期 で検 出 され ず、G2期 で核 内全 体 に存在 したほか、S期 でDNA複 製

部位 を示すBrdU取 り込みの シグナル と、Wヘ テ ロクロマチ ン部位 も含めて一致 した。

βは細胞 周期 を通 じて分裂間期 には核内 にほぼ均 一 に存在 した。

3)細 胞分裂期(M期)で は、 トポllαは染色体上の ほぼ全域 に存在するが分裂終期 には存

在量が減少 し、G1初 期の娘細胞 の核内 には検出され な くな った。一方 トポIIβはM期 で

細 胞内全体に分 散 して存在 して いたが、分裂終期 には核内 に徐 々に局在 し始 め、G1初

期 には核内 にほぼ均一 に存在 した。

4)ト ポilα・ βのC末 領域 を交換 したキメ ラcDNム コ ンス トラク ト(HAタ グ付加)をCEF

に トランス フェク シ ョン して発現 させ 、抗HA抗 体 を用 いて観察 した結果、 αのDNA複

製 部位 への局在 はそ のC末 領域 に依 って いる ことが示 され た。

5)ト ポllαのC末 領域 を さらに細 か く分けて作成 した さまざ まな欠失変異体や トポllβ と

のキ メラコンス トラ ク トの発現結果よ り、 αの複 製部位へ の局在 には1280-1294ア ミ
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6)ニ ワ トリPCNAのcDNAを ク ロー ニ ング し、全 塩 基 配 列 を 決 定 した 。 グ ル タ チ オ ンS一

トラ ンス フ ェ ラ ー ゼ(GS丁)融 合 ニ ワ トリPCNAと 、N末 端 に(His)6タ グ を付 加 した ト

ポIIα のC末 領 域 ま た はそ の一 部 、 トポIIβ のC末 領 域 を そ れ ぞ れ 大 腸 菌 内で 発 現 さ せ 、

精 製 した 。1ηvf亡roのpull-downア ッセ イ と して グル タ チ オ ンーSepharoseに 結 合 させ た

GST-PCNAと そ れ ぞ れ の トポII発 現 ポ リペ プチ ドとの結 合性 を し らべ た とこ ろ 、 トポll

αの1280-1294領 域 にPCNAと の結 合 能 が あ る こ とが 示 され 、 トポllα のS期 で のDNA

複 製 部 位 へ の 局 在 は1280-1294領 域 で複 製 フ ァク トリー 中 のPCNAと 相 互作 用 す る た め

で あ る こ とが 示 唆 され た 。

原著論.文
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replicationanditsdependenceontheC-terminalsequencemotifrequiredforbinding

toPCNA.{SubmittedtoChromosoma)
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論 文 審 査 結 果 要 旨

DNAト ポイソメラーゼ皿(ト ポH)はATPの 結合,加 水分解 を伴 って2本 鎖DNAの 切断 ・再結合 を行 う

ことにより,2本 鎖DNAへ の超 らせんの導入 ・解消,2本 鎖DNA問 の絡 ま り,結 び目の導入 ・解消 を生 ー

じる酵素で,核 内の存在量 も多い。近年,哺 乳類で α,βの2種 の トポH分 子種(ア イソフォーム)の 存

在が明 らかにされ,そ れぞれの機能分担 とその機構 に興味が もたれている。本研究は雌ニワ トリの核 内で

W染 色体(雌 特有の性 染色体)の 形成するヘテロクロマチ ンに反応す るモノクローナル抗体3H9を 取

得 し,そ の抗原 タンパ ク質のcDNAク ローンの解析か ら,こ の抗原が トポHα である ことが判明 したこ と

に端 を発 し,鳥 類 の トポHに も α,βアイソフォームが存在 することを示 し,そ れぞれの細胞周期 におけ

る発現 と核 内局在性 の違い,ト ポHα のDNA複 製部位への集積機構 について解析 を進めた ものである。

先ず,上 記の3H9抗 体及び名古屋大学医学部 ・菊池紹彦教授 よ り供与 され た哺乳類の トポ∬ βに対す

るモノクローナル抗体3B6を 用 いてニワ トリMSB-1細 胞 のcDNAラ イブラリーをスク リーニ ングして,

トポHα,β の全長 をカバ ーす るcDNAク ロー ンを取得 し全塩基配列 を決定 した。推定 ア ミノ酸配列 を ヒ

トの トポHα,β と比較する とN末 側のATPasedomainと 中央部 のcleavage∠religationdomainで は80-

95%の 相同性が認め られたが,C末 領域 は α問で46%,β 間で71%と 低か った。ニワ トリの トポHα,β

問で もC末 領域の相同性 は37%で あった。相 同性の低いC末 の一部(α 一150,β 一100)を 大腸菌 で発現

させ,マ ウスで α,βアイソフォームを特異的 に認識す るポ リクローナル抗体 を作製 した。これ らの抗体

と α,βのC末 領域cDNAク ロー ンを プロー ブ と して,同 調培養 した雌ニ ワ トリ胚 由来の繊維 芽細胞

(CEF)に お ける発現 を調べ た結果,mRNA,タ ンパ ク質の両 レベルで トポHα はS期 中期か らM期 に

かけて細胞周期依存的 に発現す るの に対 し トポHβ は細胞周期 を通 じてほぼ一定の発現 を示す ことがわ

かった。次 に,ト ポHα,β に対 する特異抗体 を用いて同調培養 したCEFの 核内局在性 とプロモデオキシ

ウリジン(BrdU)の 取 り込みでみたDNA複 製部位 との関係 を調べ た。 トポHα はS期 中期 か ら後期 に

核内 にスポ ッ ト状 に分布 し,こ れ らの部 位 はDNA複 製部位 と一致 した。M期 の前期 か ら後期 には染色

体上 に分布 し,終 期 には シグナルが弱 くな り,娘 細胞の核 では検 出されな くなった。一方,ト ポHβ は

間期核 内にほぼ均一 に分布 し,M期 には細胞内 に分散,娘 細胞核 に再び集積 した。 トポHα の中央領域

の一部 とC末 領域 にHAタ グを付加 したcDNAコ ンス トラク トをCEFに 導入,タ ンパ ク質 として発現 さ

せる と,そ の分布 は内在性 トポHα の分布 と同様 であった。 このC末 の様 々な部位 をβの配列 と置 き換

えたキメラ体 をCEFで 発 現 させ た結果,α のDNA複 製部位へ の集積 には1280-1294残 基間の配列が必要

であるこ とがわか った。 この配列 はい くつかのDNA複 製 関連 タンパ ク質中のPCNA(prolifbratingcell

nuρlearantigen)結 合 配列 と類似 してお り,β には この配列 は存在 しなか った。 ニワ トリPCNAの

cDNAク ローンを取得 し,GST融 合 タンパ ク質 として大腸菌で発現,精 製 した ものに対す る`π痂mで の

結合を調べた結果,ト ポHα の1280-1294残 基の配列 を含 むポ リペ プチ ドがPC:NAと 結合す る ことが示

された。

以上の ように,本 研究 により,鳥 類 に も トポHα,β アイソフォームの存在が示 され,α がS期 中 ・後

期 にDNA複 製部位 に集積 し,そ れが複製複 合体 中のPCNAと の結合 によることが示唆 されたこ とは,新

規の発見であ り,高 等動物の トポHα の機能解明に大 きく貢献 したことか ら,審 査員一同著者は博士(農

学)の 学位 を授 与 されるに充分 の資格 を有す る と判定 した。
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