
 氏名(本籍)

 学位の種類

学位記番号

学位授与年月日

 学位授与の条件

研究科専攻

学位論文題目

論文審査委員

てるぬま

照沼
あつし

 篤(茨城県)

 博士(医学)

 医博第1247号

 平成7年3月24日

 学位規則第4条第1項該当

東北大学大学院医学系研究科

 (博士課程)内科学系専攻

Anovelgeneticscreeningsystemforisolation

ofcDNAclonesthattrans-dominantlyinhibit

 theDNA.bind.ingεしctivityofeuka,ryotictrεしn-

 scriptionfactors:isolationa工過characteriza-

tionofahumancDNAclonethatinterferes

withOct-2protein.

 (転写調節因子のDNA結合能をトランスドミナ

 ントに抑制するcDNAクローンを単離するための

 新しい遺伝学的選択システム:Oct-2に抑制的に

 作用するヒトcDNAクローンの単離と解析)

 (主査)

教授田上八朗 教授佐竹正延

教授帯刀益夫

 一85一



論文内容要旨

 転写調節因子の作用機構に関する解析が進み,ある転写調節因子に別のタンパクが作用して,

 前者の転写調節能力を修飾してしまうような,タンバクータンパク相互作用を介した転写調節機

 構の存在が明らかにされてきている。私はある転写調節因子に対してドミナント・ネガティブに

 作用するようなタンパクをコードする遺伝子を選択するための有効な手段を得ることを目的とし

 て,真核生物の発生や分化に関わる一群のDNA結合性転写調節因子が属するPOU転写因子ファ

 ミリーをモデルシステムに選び,POU転写因子に対して抑制的に作用するタンパクをコードす

 る遺伝子を大腸菌内で選択できるようなアッセイシステムを開発した。

 まず,リポーター遺伝子として,オペレーター領域をオクタマー配列(POU転写因子ファミ

 リーのメンバー,Oct-2やOc七一3が認識するDNA配列)に置き換えたZαcZ遺伝子を作成し,こ

 れを大腸菌の染色体上に組み込んだ。Oct-2やOct-3は真核細胞内では転写活性化因子としては

 たらいているが,大腸菌の転写装置とは協調的にはたらくことができない。したがって,Oct-2

 やOc七一3は大腸菌のリポーター遺伝子の転写を活性化することはできず,逆にリポーター遺伝子

 内のオクタマー配列に結合することでその転写の進行を阻害し,リプレッサーとして機能する。

 その結果,Oc七一3を発現させた試験株は,オクタマー配列依存性にZαcZmRNAレベルとβ一ガ

 ラクトシダーゼ活性の低下を示し,寒天培地上ではLac一一の表現型を示した。Oct-2を発現させ

 た場合にも,試験株はβ一ガラクトシダーゼ活性の低下とLac一の表現型を示した。つまり,この

 システムではOctタンパクのDNA結合能を,大腸菌試験株の表現型を通してモニターすること

 ができる。

 次に,この試験株内でOct-2やOct-3とともに,第二のイフェクター遺伝子としてヒトTリン

 パ球由来細胞株のcDNAライブラリーを発現させ,Oct-2やOct-3に作用してそのDNA結合能

 を抑制するようなタンパクをコードするcDNAクローンを,試験株の表現型を指標にして選択

 することを試みた。1×105個のコロニーの中から再現性のあるLac+のコロニーを形成させる

 ことができるcDNAクローンを選び出すことを試みたが,Oct-3と同時に発現させて再現性のあ

 るLac+のコロニーを作らせるようなクローンは得られなかった。一方,Oct-2と同時に発現さ

 せてLac+のコロニーを作らせるcDNAクローンは3っ得られた。塩基配列解析の結果,得られ

 たクローンのうちのひとつbCT1は,かって同じライブラリーから別の方法で選択したcDNA

 クローンhT86の一部分であることが明らかになった。hT86は630塩基の長さで,116コドンか

 らなるオープンリーディングフレームを含み,予測されるタンパクの一次構造上,典型的なZn

 フィンガーモチーフを1個もっている。このhT86はOc七一2とともに大腸菌試験株内で発現させ
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 ると,Oct-2のりフ。レッサー活性を阻害して,β一ガラクトシダーゼ活性を回復させ,Lac+の表

 現型をもたらす。またhT86とOct-2を同時に発現させた大腸菌から回収したタンパクを用いた

 gelshiftassayでは,hT86がOct-2タンパクのオクタマー配列への結合を抑制する活性を有す

 ることが示された。

 真核生物の転写活性化因子を大腸菌内でリプレッサーとして作用させる実験は以前から報告さ

 れていた。しかし,そこに第二の発現ベグターを導入し,タンバクータンパク相互作用を利用し

 て,ドミナント・ネガティブな抑制機能を有するタンパクをコードしている遺伝子を直接選択し

 てしまう試みはまったく新しいものである。

 さらにこのアッセイシステムは,リポーター遺伝子のオクタマー配列を,任意の転写調節因子

 の標的DNA配列に置換することで,種々の転写調節因子の研究に応用できるという長所を持っ

 ている。
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 審査結果の要旨

 本研究を行った照沼篤は転写調節因子に別のタンパクが作用して,前者の転写調節能力を修飾

 してしまうような,タンパク・タンパク相互作用を介した転写調節機構の存在にもとづき,ある

 転写調節因子に対してドミナント・ネガティブに作用するようなタンパクをコードする遺伝子を

 選択するための有効な手段を得る目的で実験を行った。そのため,真核生物の発生や分化に関わ

 る一群のDNA結合性転写調節因子が属するPOU転写因子ファミリーをモデルシステムに選ん

 だ。まずリポーター遺伝子として,オペレーター領域をオクタマー配列に置き換えた1acZ遺伝

 子を作成し,これを大腸菌の染色体上に組み込んだ。この系でOct-2やOct-3は真核細胞内では

 転写活性化因子としてはたらいているが,大腸菌の転写装置とは協調的にはたらくことができな

 いので,Oct-2やOct-3は大腸菌内のリポーター遺伝子の転写を活性化することはできず,逆に

 リポーター遺伝子内のオクタマー配列に結合することでその転写の進行を阻害し,リプレッサー

 として機能する。その結果,このシステムではOctタンパクのDNA結合能を大腸菌試験株の表

 現型を通してモニターすることができることを確かめた。さらに,この試験株内でOcレ2や

 Oct-3とともに,第二のイフェクター遺伝子としてヒトTリンパ球由来細胞株のcDNA結合能

 を抑制するようなタンパクをコードするcDNAクローンを,試験株の表現型を指標にして選択

 することを試みた。Oct-3と同時に発現させて再現性のあるLac+のコロニーを作らせるような

 クローンは得られなかったが,Oct-2と同時に発現させてLac+のコロニーを作らせる3っの

 cDNAクローンのうちのひとつbCT1は,かって同じライブラリーから別の方法で選択して

 cDNAクローンhT86の一部分であることが明らかになった。このhT86はOct-2とともに大腸

 菌試験株内で発現させると,Oct2のりプレッサー活性を阻害して,β一ガラクトシダーゼ活性を

 回復させ,Lac+表現型をもたらす。またhT86とOc七一2を同時に実現させた大腸菌から回収し

 たタンパクを用いたgelshiftassayでは,hT86がOct-2タンパクのオクタマー配列への結合を

 抑制する活性を有することが示された。

 このような真核生物の転写活性化因子を大腸菌内でリプレッサーとして作用させる実験のうち

 そこに第二の発現ベクターを導入し,タンパク・タンパク相互作用を利用して,ドミナント・ネ

 ガティブな抑制機能を有するタンパクをコードしている遺伝子を直接選択する試みは新しいもの

 である。また,このアッセイシステムは,リポーター遺伝子のオクタマー配列を,任意の転写調

 節因子の標的DNA配列に置換することで,種々の転写調節因子の研究に応用できるという長所

 を持つものであり学位に十分値すると考える。
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